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Vorlaufige SchluBfolgerungen aus Belastungsversuchen 
mit Phenylalanin an Menschen und Tieren 


BERR SS 


4 Asbjérn Félling, Karl Closs und Thoralf Gamnes 
: Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Physiologischen Institut, Norges Veterinzerhdiskole, Oslo, Norge) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1938) 





Unsere Versuche sind bei weitem nicht abgeschlossen. Sie 
haben uns der Lésung unseres Hauptproblems — der Bildung 
der Phenylbrenztraubensiiure (PBTS) im Kérper bei Imbecillitas 
phenylpyrouvica (Félling) — nicht wesentlich naher gebracht. 
Fast alle unsere Befunde waren negativ oder lieBen doch keine 
bestimmten Schliisse zu in bezug auf das Geschehen im Organismus 
i der Phenylpyrouviker. Immerhin haben sie zu einer gewissen 
| Klarung unserer Begriffe beigetragen. Wenn wir bereits heute das 
_ Ergebnis der von uns bisher unternommenen Versuche tiber den 
Stoffwechsel des Phenylalanins (PA) mitteilen, so geschieht dies, 
weil wir der Ansicht sind, daB sie zusammen mit den von anderen 
Untersuchern gewonnenen Ergebnissen die Planlegung spiterer 
Versuche erleichtern und damit fiir die weitere Erforschung dieser 
verwickelten Verhiltnisse von Wert sein diirften. Kine Liésung der 
Frage ist unseres Erachtens nur durch enge Zusammenarbeit aller 
mit dem Stoffwechsel des PA im normalen und kranken Organismus 
beschiftigten Forscher erreichbar. 

Als Félling!’) im Jahre 1934 den von ihm als Imbecillitas 
phenylpyrouvica*) bezeichneten Zustand entdeckte, der durch die 
| Ausscheidung von PBTS im Harn bei gleichzeitiger Geistesschwiache 
| gekennzeichnet ist, riickte das PA, das im Vergleich zu anderen 
Aminosiuren in neuester Zeit nicht so eingehend studiert wurde, 
| erneut in den Brennpunkt des Interesses. Daf das PA die Mutter- 
— substanz der PBTS ist, war bereits friiher gefunden worden 











*) In Anlehnung an die von Jervis**) verwendete Bezeichnungsweise 
schlagen wir vor, den Zustand als Oligophrenia phenylpyrouvica zu be- 
zeichnen; die von Penrose und Quastel eingefiihrte Benennung — Pheny]- 
ketonurie — finden wir weniger treffend. 
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[Neubauer*®’), Knoop”), Embden?), Dakin?*), Kotake und 
Mitarbeiter ?*) u.a.]. Unveréffentlichte Versuche von Félling, sowie 
Untersuchungen von Lewis und Mitarbeiter ®*) und von Penrose 
und Quastel%’) fihrten weiterhin zu dem Ergebnis, daB d- bzvw. 
d,l-PA bei Belastungsversuchen an Normalpersonen und an 
Kaninchen viel mehr PBTS liefern als 1-PA. 


Dieses Verhalten des d-PA war um so auffilliger, als das 


d-PA, wie alle d-Aminosiuren, nicht natirlich vorkommt. Fast 
gleichzeitig mit der Féllingschen Entdeckung hatte H. A. Krebs” 
in der Leber und Niere verschiedener Tiere ein Enzym aufgefunden, 
das gerade diese nicht natiirlichen d-Aminosiuren unter Bildung 
der entsprechenden «-Ketosiiuren desaminiert. Im Laufe der letzten 
Jahre ist bereits eine ganze Reihe Veréffentlichungen iiber dieses 
eigentiimliche Knzym, die d-Aminosiuren-Desaminase (d-ASDA\) 
erschienen [Krebs*’), Bernheim und Mitarbeiter®), Felix, Zorn 
und Dirr-Kaltenbach"), Neber*‘)] und sein Co-Enzym (ver- 
mutlich ein Flavin-Adenin-Dinucleotid) wurde von Warburg 
und Christian*?) isoliert. Alle Verfasser stimmen darin iiberein, 
daB die d-Form der Aminosiuren von Nierenschnitten, Nieren)rei 
und gereinigten Enzympraparaten unter Bildung der Ketosiiure 
desaminiert wird; iiber das Verhalten der ]-Form dagegen gehen 
die Ansichten vorlaiufig noch auseinander. 

Es schien uns nun, als ob ein gewisser Zusammenhang )e- 
stehen kénnte zwischen der Ausscheidung von PBTS im Harn 
nach Belastung mit PA und diesem Enzym. Der Umstand, dai 
die Verabreichung von d,l-PA und noch mehr von reinem d-PA 
eine viel stirkere PBTS-Ausscheidung auslést als die Eingabe 
gleich groBer Mengen ]-PA, konnte einen namlich daran denken 
lassen, daB die im Harn stets auftretende PBTS aus d-PA durch 
Einwirkung der d-ASDA gebildet wiirde. 

Hier nahmen unsere Versuche ihren Ausgangspunkt. Aut 
Grund der uns damals bekannten Tatsachen schien uns die An- 
nahme erlaubt, daB d-PA ein mégliches Zwischenprodukt bei der 
Bildung von PBTS aus 1-PA in vivo sein konnte, daB, mit anderen 
Worten, im Organismus eine Racemisierung stattfand. Inzwischen 
ist eine Arbeit von du Vigneaud und Irish?%) erschienen, in 
der iiber die Bildung von Acetyl-d-Phenylaminobuttersiure aus 
der ,nicht natiirlichen“ ]-Phenylaminobuttersiure berichtet wird, 
wodurch friihere Befunde von Knoop und Kertess”®) bestitigt 
werden. Knoop*4) macht in einer Berichtigung zu dieser Arbeit 
die interessante Mitteilung, daB W. C. Rose bereits im Jahre 1913 
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im Knoopschen Laboratorium mit der Frage der Racemisierung 
in vivo beschiftigt war. Der Gedanke ist demnach nicht neu. 

War unsere Annahme richtig, so muBte sich d-PA im Harn 
der Phenylpyrouviker sowie im Harn von Normalpersonen und 
Tieren nach EKingabe hinreichender Mengen 1-PA neben PBTS 
nachweisen lassen. d-PA wird, wie andere d-Aminosiuren [A bder- 
halden und Mitarbeiter ’*)] im K6rper nicht vollstaindig umgesetzt, 
jedenfalls wenn es in gréBerer Menge zugefiihrt wird. Immerhin 
kénnte die Reaktion d-PA —» PBTSS schneller verlaufen als die 
Racemisierung, d. h. die Reaktion ]-PA —» d-PA. In letzterem 
Falle wiirde das d-PA zwar nicht im Harn auftreten, kénnte 
aber im Blut nachweisbar sein, jedoch nur dann, wenn der 
Ort der Desaminierung nicht mit dem Ort der Racemisierung 
zusammenfiel, A priori konnte davon ausgegangen werden, dab die 
oxydative Desaminierung sicher in der Niere stattfand (Krebs), 
in geringerem Ausmabe auch in der Leber und vielleicht auch in 
der Darmwand [London**4)], 

Unsere ersten Versuche stellten wir an weiBen Ratten an, die 
insofern als Versuchstiere mit dem Mangel behaftet sind, daB bei 
diesen Albinos der Stoffwechsel der cyclischen Aminosiuren (aller- 
dings an einer anderen Stelle) gestért ist. Wurde I-PA in saurer 
Lisung verabreicht, war die Menge der zur Ausscheidung ge- 
langenden PBTS in der Regel gering. Bei Verwendung von ganz 
reinem (d-PA-freiem) 1-PA, gelist in der iquivalenten Menge HCl, 
blieb die PBTS-Ausscheidung ganz aus. War das 1-PA dagegen 
in neutraler oder schwach alkalischer Lésung (p,, etwa 8) zugeftihrt 
worden, kam es zur Ausscheidung groBer Mengen PBT'S, auch 
wenn ganz reines l-PA verwendet wurde. Als Nebenbefund 
machten wir die interessante Beobachtung, daB 1-PA, gelést in 
der iquivalenten Menge NaOH, bei einmaliger Belastung in Mengen 
von 0,33 g je 100 g Kérpergewicht bei weiBen Ratten Alkaptonurie 
bewirkt [Félling und Closs?)]. d-PA fiihrte, unabhingig von 
der Art der Belastung, immer zur Ausscheidung von PBT'S, auch 
wenn es in der aiquivalenten Menge HCl bzw. NaOH geldst ver- 
abreicht wurde. 

Die Versuche schienen demnach unsere Annahme zu bestitigen. 
Als wir dann in den Harnen der belasteten Ratten und im Harn 
yon zwei Phenylpyrouvikern mit dem zum Nachweis des d-PA 
verwendeten Rattennierenenzym (RNE) [vgl. Closs und Hen- 
riksen!)] eine positive Reaktion bekamen, glaubten wir den 
sicheren Beweis in Hinden zu haben. Unsere Freude dauerte 
1* 
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aber nur eine Woche. Es gelang uns nimlich, zu zeigen, daB die 
von den genannten Harnen gegebene Reaktion nicht dem Vorhanden- 


sein von d-PA, sondern von Phenylmilchsaéure zuzuschreiben war 


[Closs und Félling®)]. Im Blut der Phenylpyrouviker lieB sich 
kein d-PA nachweisen [F6lling und Closs!*)]. Eine Racemisierung 
lieB sich also auf diesem Wege nicht feststellen. 

Wir versuchten nun der Frage auf andere Weise auf den 
Leib zu riicken. Verschiedene Organe (Diinndarm, Leber, Niere, 
Pankreas und Galle) wurden mit alkalischen Lésungen langere 
Zeit im Brutschrank bei 37° belassen. Bei Verwendung von d-PA 
lieBen sich geringe Mengen 1-PA nachweisen. Das war auch der 
Fall, wenn statt d-PA PBT'S verwendet wurde. Dieser Befund 
steht in Einklang mit der von Embden und Schmitz?) beob- 
achteten Bildung von Il-PA aus PBT'S im Leberdurchstrémungs- 
versuch [vgl. auch Neber**)] und mit den Anschauungen von 
Knoop*’) und von du Vigneaud und Irish (a. a. O0.). Aus d-PA 
kann somit (wahrscheinlich tiber PBTS) 1-PA entstehen. Gelegent- 
lich wurden von uns bei Verwendung von 1-PA Spuren von d-PA ge- 
funden; die verwendeten Praparate waren aber nicht ganz d-PA-frei. 

Auch als wir die Versuche am Diinndarm in vivo wieder- 
holten, kamen wir beziiglich der Racemisierung zu demselben 
Ergebnis. Bei diesem AnlaB stellte es sich aber heraus, daB die 
Resorptionsgeschwindigkeit von der Art der Verabreichung stark 
abhingig ist. In nahezu neutraler Lisung geht die Resorption 
viel rascher als in saurer. Im letzteren Falle tritt ein Teil des 
1-PA in den Dickdarm iiber und der Anstieg des 1-PA-Spiegels 
im Blut ist beim gefiitterten Tier viel geringer. Das Darm-p,, 
kénnte aber auch auf die Form, in welcher das PA resorbiert 
wird, von KinfluB sein. London und Mitarbeiter*’) fanden be- 
kanntlich bei ihren Versuchen iiber die Resorption der Amino- 
siiuren, dab immer ein Teil von ihnen in der Darmwand in Peptid 
verwandelt wird. Man kénnte sich nun denken, daB das Verhiltnis 
Peptid;freie Aminosiure bei p,,-Veriinderungen eine Verschiebung 
erleiden kénnte. 

Kinen weiteren StoB erhielt unsere Arbeitshypothese, als sich 
herausstellte, daB das PA (und wahrscheinlich auch die anderen 
Aminosiiuren) in vitro gar nicht so leicht racemisiert wird, wie 
wir urspriinglich angenommen hatten. Allerdings ist es so, dab 
die Drehung in alkalischer Lisung fast vollstindig verschwindet. 
Es entsteht aber kein d-PA, denn selbst nach tagelangem Stehen 
einer derartigen Lésung, die sogar zum Sieden erhitzt werden kann, 
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kehrt die Drehung zu dem fiir die freie Aminosiure charakte- 
ristischen Wert zuriick, wenn man die Lauge mit der iiquivalenten 
Menge Saéure neutralisiert, Ferner nimmt die Drehung auch in 
stark saurer Lésung sehr stark ab. Die fiir das 1-PA und ebenso 
die fiir das d-PA bei verschiedenem p,, gefundenen Werte bilden 
20 
(Wo 
+ 30° 


+ 20% 
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Experimentell bestimmte Kurven der spezifischen Drehung von d- und 1-Phenylalanin 
bei verschiedenem py. Das verwendete d-Praiparat enthielt rund 10°/, 1-PA 


zwei spiegelbildlich zueinander verlaufende Kurven (Figur). Ahn- 
liche Kurven wurden von Vellinger*’) bei anderen 1-Aminosiiuren 
und anderen optisch aktiven Elektrolyten gefunden. Bei Ampho- 
lyten, wie den Aminosiuren, besitzt die spezifische Drehung je 
einen Wert fiir das Anion, Kation und den undissoziierten Ampho- 
lyten, das Zwitterion. Diese Werte weichen stark voneinander ab 
und kénnen sogar verschiedenes Vorzeichen haben. Die Kurven 
lassen sich aus diesen ,,typischen“ Werten, aus der Konzentration 
und den Dissoziationskonstanten JX, und Jt, berechnen [Vlés und 
Vellinger*)], DaB in der scheinbar racemisierten Lisung des 
|-PA in Lauge kein d-PA entstanden war, konnten wir zu allem 
UberfluB durch -Priifung mit dem RNE nachweisen. Auch 1-PA 
in alkalischem Harn wird bei 37° im Laufe von 24 Stunden nicht 
in nachweisbarer Menge racemisiert. 

Uberall dort, wo PBTS im Harn auftrat, konnten wir 1-PA 
oder einen Stoff, der sich einer Proteussuspension (PS) [vgl. Closs 
und Henriksen!»2!)] gegeniiber wie 1-PA verhielt, nachweisen. 
Die Menge der gebildeten PBTS scheint aber nicht nur von der 
Hohe des 1-PA-Spiegels im Blut abhingig zu sein, sondern auch 
noch von anderen Faktoren. 
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Die Beobachtung, daB 1-PA im Ké6rper zur Bildung yon 
PBTS fihrt, 14Bt sich nicht leicht mit der Tatsache in Kinklang 
bringen, daB RNE 1-PA in vitro nicht angreift. Man hitte er- 
warten sollen, da® wenigstens die im Blut vorhandene Substanz 
mit dem RNE reagierte. Wenn dem nicht so ist, kénnte dies 
méglicherweise daher kommen, daB die d-ASDA, die dem Anp- 
schein nach zu den himinhaltigen Fermenten vom Typus des 
Cytochroms gehért, gegen artfremde KiweiBstoffe sehr empfindlich 
ist. Dem Blut zugesetztes oder im Blut kreisendes d-PA likt 
sich aber mit Hilfe von RNE bestimmen, wenn auch weniger 
scharf als in reinen Liésungen oder im Harn. Das Ausbleiben 
der oxydativen Desaminierung des 1-PA in vitro hat an sich 
nicht so viel zu bedeuten, da z. B. die Niere des Menschen und 
verschiedener Tiere (Kaninchen, Meerschweinchen) d-PA in vitro 
nicht in PBTS iberfiithrt, waihrend es nach Belastung mit 
d-PA beim Menschen und Kaninchen in vivo genau wie bei der 
Ratte zu einer gewaltigen Ausscheidung von PBTS im Harn 
kommt. Um etwas Ahnliches wie die von Weil-Malherbe“) 
mitgeteilte Erscheinung kann es sich kaum handeln. W.-M. fand, 
da8 reine Succino-dehydrase nur die d(—)-Form der Glutamin- 
siure angriff, das Muskelgewebe, aus dem sie dargestellt war, 
dagegen ausschlieBlich die 1(+)-Form. Krebs%3!) versucht den 
von ihm beziiglich der Ammoniakproduktion aus d- und 1-PA 
zwischen Nierenschnitten und Nierenbrei beobachteten Unterschied 
durch die Annahme zu erkliren, dab die d-ASDA ein Fragment 
der 1-ASDA sei. Ein Unterschied zwischen Nierenschnitten und 
RNE in bezug auf die Ammoniakbildung aus 1-PA konnte von 
uns nicht gefunden werden. Unsere Befunde stimmen demnach 
mit denjenigen von Felix und Mitarbeiter (a.a.0O.) iiberein. Es gelang 
uns ebensowenig bei Verwendung von reinem 1-PA PBTS mit 
unserem Eisenreagens nachzuweisen. Der Einwand, daB die 
,Denaturierung“ des Enzyms so rasch erfolgen kénne, daB schon 
das Aufhéren des Kreislaufs beim Téten des Tieres die Nieren so 
stark schidigt, daB aus der im lebenden Organismus vorhandenen 
1-ASDA ihr postmortales Zersetzungsprodukt, die d-ASDA, ent- 
steht, wird durch den bereits mehrfach erwihnten Umstand wider- 
legt, daB der lebende Organismus ebenfalls aus d-PA viel gréfere 
Mengen PBTS bildet als aus 1-PA, bei intraventrikulirer Ver- 
abreichung des salzsauren Salzes sogar nur aus d-PA. Dagegen 
kann die Méglichkeit nicht ausgeschlossen werden, daB die lebende 
Niere die Fiahigkeit besitzt, 1-PA in PBTS zu verwandeln, die 
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jedoch sehr schnell verloren geht. Es ist aber auch denkbar, 
da8 nur der Korper als Ganzes in der Lage ist 1-PA in PBTS 
iiberzufihren. Hitte sich unsere Arbeitshypothese beweisen lassen, 
ware es spielend leicht, diesen Punkt zu erkliren. Schon eine 
Dehydrierung wiirde eine Racemisierung darstellen. Felix und 
Mitarbeiter (a.a.O.) konnten zeigen, daB 1-PA in Nierenbrei ebensoviel 
Sauerstoff verbraucht wie d-PA (1 Atom O je Molekiil PA) ohne 
cleichzeitige Bildung von Ammoniak. Es ist schwer verstiindlich, 
warum das aus l-PA entstehende Produkt der Dehydrierung nicht 
in PBTS und NH, gespaltet werden kann, da es ja unseren land- 
liufigen Vorstellungen zufolge mit dem aus d-PA entstehenden 
Stoff identisch sein sollte. Sonst mu8 man die unwahrscheinliche 
Annahme machen, daB die Dehydrierung an einer anderen Stelle 
im Molekiil stattgefunden habe. Das entstandene Produkt hat 
jedenfalls nicht die Fahigkeit verloren, mit PS PBT'S zu liefern. 
Demnach kann Tyrosin nicht in nennenswertem Mafe entstanden 
sein. Dehydriertes PA enthaltende Dipeptide [M. Bergmann und 
Schleich 5)] werden von der Schweineniere unter Bildung von 
PBTS hydrolytisch gespalten. Es ist daher unverstindlich, warum 
die Aminozimtsiure bzw. Iminophenylbrenztraubensiure nicht ge- 
spalten werden sollte. 

Die im Blut kreisende Substanz verhilt sich aber, wie gesagt, 
wie 1-PA und nicht wie d-PA. 

Die PBTS-Menge, die bei verschiedenen Tiergattungen nach 
Zufuhr gleich groBer Mengen 1-PA je Koérpergewichtseinheit aus- 
geschieden wird, ist fernerhin nicht der Menge der in Leber und 
Niere nachweisbaren d-ASDA proportional. Dagegen scheint es, 
als ob Jetztere eine gewisse Parallelitit aufweise mit der Fihig- 
keit der betreffenden Tiergattung 1-PA umzusetzen. Die Ratte 
z. B., deren Niere sehr viel d-ASDA enthilt, vermag ganz un- 
geheure Quantititen 1-PA (wenigstens 0,33 g je 100g Kdorper- 
gewicht) praktisch quantitativ umzusetzen, wihrend beim Menschen, 
bei dem d-ASDA in der Niere von uns nicht nachgewiesen werden 
konnte, schon nach Eingabe von 0,75 g d,l-PA (Kérpergewicht 
etwa 70 kg) eine Steigerung der 1-PA-Ausscheidung eintrat. Nach 
Verabreichung von 6 g 1-PA (neben 0,3 g d-PA) war die Aus- 
scheidung schon deutlich gesteigert, ebenso nach 50g Casein 
(= 2—3 g PA) per os. 

Auch zur Herbeifiihrung einer PBTS-Ausscheidung bedarf es 
bei der Ratte je Kérpergewichtseinheit einer etwa 10 mal so hohen 
Belastung mit 1-PA wie beim Menschen. 





8 Asbjorn Félling, Karl Closs und Thoralf Gamnes, 


Einen anderen von uns erhobenen Befund faBten wir ur. 
spriinglich als eine Stiitze unserer Racemisierungstheorie auf. Bei 


intravenéser Injektion von 1-PA (2°/,ige Lésung in 0,9°/, NaCl) | 
war die ]-PA-Ausscheidung beim Kaninchen am gréBten unmittel. | 
bar nach der Injektion und nahm dann ziemlich rasch ab. Dagegen — 


dauerte es einige Zeit, bis die PBTS-Ausscheidung ihr Maximum 
erreichte. Die PBTS-Ausscheidung dauerte dann noch stunden- 
lang fort, nachdem die 1-PA-Ausscheidung lingst wieder normale 


Werte erreicht hatte. Auf der anderen Seite laufen die Kurven | 
fiir die Ausscheidung der beiden Stoffe bei intraventrikuliirer | 
EKingabe einigermaBen parallel. Die Versuche deuten nur darauf 


hin, daB das 1-PA nicht direkt in PBTS iibergeht, sondern in 
ein Umwandlungsprodukt, das dann seinerseits die eigentliche 
Muttersubstanz der PBT'S darstellt. Infolge technischer Schwierig- 
keiten war es uns leider nicht méglich, die Verhiltnisse gleich- 
zeitig im Blut zu verfolgen. Bei intraventrikulairer Zufuhr von 
d,l-PA schmiegte sich die Kurve fiir die d-PA-Ausscheidung der- 
jenigen fiir die PBTS-Ausscheidung etwas enger an als diejenige 
fiir die 1-PA-Ausscheidung. Unterbindung der Diinndarm- und 
DickdarmgefaBe (unter méglichster Schonung der Magen-, Milz- 
und LebergefaiBe) hat dem Anschein nach keinen EinfluB auf die 
Ausscheidung und Umsetzung von intravenés eingefiihrtem 1-PA. 

Ks ist nicht leicht am Kaninchen systematische Versuche 
anzustellen, da Kaninchen sehr starke individuelle Variationen 
aufweisen, so z. B. beziiglich der Harnbildung. Wesentlich er- 
schwert werden die Versuche durch den Umstand, daB eine Blut- 
entnahme bei Tieren, denen 1-PA intravenés eingespritzt wurde, 
fast unméglich ist, da die Tiere dann iiberhaupt nicht mehr zum 
Bluten zu bringen sind. 

Wir konnten ferner zeigen [Closs und Félling?%], dab 
Vitamin B,-frei ernihrte Ratten nach Belastung mit 1-PA in 
saurer Lésung mehr PBT'S ausscheiden als Normaltiere. Der 
Vitamin B,-Mangel an sich diirfte wohl kaum die Ursache dieses 
Unterschiedes sein, jedenfalls bringt Vitamin B, (Betaxin) PBS 
in vitro nicht zum Verschwinden. Die Aktivitét der Enzym- 
praiparate (zumal der aus der Leber gewonnenen) ist bei Vitamin b,- 
Mangel eher etwas gesteigert, und Zusatz von Betaxin verbessert 
héchstens die Ausbeute an PBT'S. Da ein Zusatz von Brenz- 
traubensiure ebenfalls giinstig zu wirken scheint, kénnte man 
sich denken, daB es sich bei der PBTS-Bildung um eine Um- 
aminierung im Sinne von Braunstein und Kritzman’) handelt, 
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wobei Glutaminsiure bzw. w-Ketoglutarsiure das Zwischenglied 
pilden kénnte. Die Reaktionsfolge wire dann etwa wie folgt zu 
formulieren: 

Glutaminsiure + Brenztraubensiure [> «-Ketoglutarsiiure + 1(+)-Alanin, 


a-Ketoglutarsiiure + 1(—)-PA 4» Glutaminsiiure + PBTS usw. 


(Kine derartige Umaminierung wird iibrigens von Adler, 
Das, v. Euler und Heyman’) fir die Uberfiihrung der PBTS 
in 1-PA angenommen.) 

Unsere Vitaminversuche lehren auch folgendes: Zwischen 
Normaltieren und Vitamin B,-frei ernahrten Tieren besteht in 
bezug auf die PBT'S-Ausscheidung nach Belastung mit 1-PA ein 
Unterschied, obgleich der Gehalt an d-ASDA in Leber und Nieren 
in beiden Fallen fast genau gleich groB ist. Andererseits ist die 
PBTS-Ausscheidung bei Vitamin A-Mangel gegeniiber der Norm 
nicht vermindert, obgleich bei Vitamin A-Mangel die Menge der 
d-ASDA in Leber und Nieren reduziert ist. .Das kénnte einen 
fast — im Gegensatz zu der unserer Arbeitshypothese zugrunde 
liegenden Vermutung — zu der Annahme verleiten, daB die d-ASDA 
iiberhaupt nichts mit der Bildung der PBT'S aus 1-PA zu tun hat. 

Sowohl unsere Versuche bei Vitamin B,-Mangel als auch 
unsere enteralen Belastungsversuche an Ratten lassen an die 
Moglichkeit denken, daB die Sekretionsverhiltnisse der Verdauungs- 
siifte oder ihre Zusammensetzung eine Rolle spielen kénnten fiir 
die Erklarung der Unterschiede in der Bildung von PBTS aus 
|-PA. Die Sekretion von Magensaft und die Magenperistaltik 
wird durch Vitamin B, geférdert, ebenso die Ausscheidung von 
Trypsin und Lipase im Pankreassaft. Bei unseren Versuchen 
konnten wir feststellen, da& nach Injektion des Hydrochlorids in 
den Ventrikel, dieser sowie der Diinndarm noch stundenlang mit 
Flissigkeit prall gefillt ist, wihrend gleichgroBe Mengen einer 
neutralen Lésung von 1-PA nach etwa ?/, Stunde vollstindig 
resorbiert sind. Arai‘) konnte zeigen, daB die salzsauren Amino- 
siuren die Pankreassaftabsonderung ebenso stark anregen wie 
freie Salzsiure. 

Die Erhéhung des 1-PA-Spiegels im Blut bei Oligophrenia 
phenylpyrouvica kann man sich auf dreierlei Weise zustande ge- 
bracht denken: 

1. Aus irgendeinem Grunde, z. B. weil die weitere Umsetzung 
gehemmt ist [Penrose und Quastel (a. a. O.)], kénnte es primiir 
zu einer Anhiufung von PBTS kommen, wodurch sekundir |-PA 
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auftreten wide, teils direkt aus der PBT'S, teils indirekt infolge 
der von der PBTS bewirkten Hemmung des normalen PA-Ab. 
baues in der Leber itber Tyrosin und Acetessigsiure [Embden, 
Solomon und Schmidt?*)}, 

2. Der normale Weg iiber das Tyrosin kénnte primir ge. 
hemmt sein [Edson?4)]. 

3. Die Stérung kénnte im Aufbau und nicht im Abbau liegen, 
d.h. das 1-PA wiirde sich im Kérper anhaufen, weil es nicht 
in geniigender Menge in die Eiweifkérper eingebaut wird. In 
diesem Falle miiBten die EKiweifkérper der Phenylpyrouviker 
weniger PA enthalten als diejenigen von Normalpersonen. Ziem- 
lich grobe von uns in dieser Richtung unternommene Versuche 
gaben kein eindeutiges Resultat. Bei den Serumeiweibkérpern 


schien kein Unterschied vorzuliegen, wihrend der l-PA-Gehalt | 


des Blutkuchens bei Phenylpyrouvikern niedriger zu liegen schien 
als bei Normalen. Da die Versuche, wie gesagt, ziemlich grobe 
waren, kénnen die. beobachteten Unterschiede ebensogut auf Zu- 
filligkeiten beruhen. 

Die Annahme einer Racemisierung in vivo, die uns vor einem 
Jahre noch sehr gewagt erschien, ist heute fiir den Ubergang der 
nicht natiirlichen d-Aminosauren in die natiirlichen 1-Aminosiuren 
sicher erwiesen. Im Wachstumsversuch konnten die d-Amino- 
siuren die ]-Aminoséuren ersetzen [W. C. Rose*’); weitere Hin- 
weise bei du Vigneaud und [Irish (a. a. O.) und Krebs**)], 
Auch der Nachweis der Acetyl-d-Phenylaminobuttersiure im 
Harn des Hundes nach Fiitterung mit 1-Phenylaminobuttersiiure 
(du Vigneaud und Irish) spricht in gewissem Sinne fiir eine 
Racemisierung in vivo. Falls die urspriinglich von Knoop” 
gemachte Annahme folgender Reaktionsfolge beim normalen Abbau 
der Aminosiuren: Aminosdiure —> Ketosiure —> Acetylaminosiiure 
zu Recht besteht, miiBte unter Voraussetzung einer symmetrischen 
Acetylierung aus ]-PA Acetyl-d-PA entstehen, das im Harn nach- 
weisbar sein sollte, da das d-Acetylderivat vom Kérper nicht an- 
gegriffen wird. Die Annahme diirfte erlaubt sein, daB das Acetyl- 
d-PA auch von dem RNE nicht angegriffen wird, weshalb es uns 
méglicherweise entgangen ist. Nach du Vigneaud und Irish 
ist das im Harn nach Belastung mit Acetyl-d,l-PA beobachiete 
Acetyl-PA mit dem aus d-PA gewonnenen stark linksdrehenden 
Acetylderivat identisch, wihrend Knoop und Blanco”) es fiir die 
Acetylverbindung der 1-Form hielten. Bei Belastung mit Phenyl- 
aminobuttersiure gelangt ebenfalls nach du Vigneaud und Irish 
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dagegen die der natiirlichen Reihe entsprechende Acetyl-d-Phenyl- 
aminobuttersiure zur Ausscheidung. Die Acetylierung kénnte aber 
auch asymmetrisch verlaufen, wobei aller Wahrscheinlichkeit nach 
nur die l-Form gebildet wird [vgl Knoop und Kertess”*, 
du Vigneaud und I[rish?%)]. Dort, wo groBe Mengen PBT'S auf- 
traten, die z. B. aus d-PA entstanden sein konnten, hitten dann 
gribere Mengen von Acetyl-l-PA nachweisbar sein sollen. Von 
dem im Harn vorgefundenen mit PS reagierenden Stoff gingen aber 
nur Spuren bei der Extraktion aus saurer Lésung in Ather iiber*). 

Auf Grund der bekannten Tatsachen darf angenommen werden, 
dag d-PA, PBTS und 1-PA sich im Kérper miteinander im Gleich- 
gewicht befinden, und zwar derart, daB die Reaktion bei normaler 
Stoflwechsellage von rechts nach links verliuft nach der Gleichung: 


PA = PBTS <> d-PA 


Zufubr einer gréBeren Menge 1-PA, méglicherweise auch eine 
Verschiebung des ,,Schwerpunktes“, fiihrt dann zur Bildung von 
PBTS aus 1-PA, wahrend d-PA immer zur Bildung von PBTS 
fiihrt, welche im K6rper das natiirliche Zwischenprodukt zwischen 
den beiden optischen Antipoden zu bilden scheint. Wo, wie bei 
der Oligophrenia phenylpyrouvica, von vornherein ein UberschuB 
an 1-PA vorhanden ist, fallt der Unterschied weg, der bei Nor- 
malen beobachtet wird in der Ausscheidung von PBTS nach Be- 
lastung mit 1-, dl- bzw. d-PA (Penrose und Quastel). Die 
Annahme eines derartigen Gleichgewichtes setzt voraus, daB beide 
Reaktionen reversibel sind. Die Umkehrbarkeit ist aber in vivo 
vorliufig nur fir die linke Halfte der Gleichung sichergestellt. 
d-PA, das aus reinem ]-PA im K@6rper entstanden war, wire, 
falls es sich nachweisen lie8, unserem Schema zufolge nicht als 
Zwischenprodukt bei der Bildung von PBTS aus 1-PA aufzufassen, 
sondern als Endprodukt einer indirekten Racemisierung, bei der 
PBTS das Zwischenprodukt bildet. 

Damit sei aber nicht gesagt, daB eine direkte Racemisierung 
nicht in Frage kommen kann. Man kénnte sich ja auch folgen- 
des Reaktionsdreieck denken: 


1-PA <*> d-PA oder 1-PA —>» 4-PA 
ay. BV K # 
WN \ 
PBTS PBTS 


*) Nachtrag bei der Korrektur: Acetyl-l-PA wird weder von PS noch 
von RNE unter Bildung von PBTS angegriffen. 
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Mit Hilfe dieser Annahme wire dann auch das Vorkommen 
der d-ASDA im Organismus erkliarlich; ihre Aufgabe wiirde, wie 
von Krebs*!) angedeutet, darin bestehen aus l-PA entstandene 
Spuren von d-PA iiber PBTS wieder in 1-PA zuriick zu yer- 
wandeln. Ein derartiger Reaktionsverlauf wire aber nur dann 
verstiindlich, wenn sich d-PA im Kérper nicht direkt in 1-PA 
iiberfiihren lieBe, so daB als einziger Weg der Umweg iiber die 
PBTS iibrigbliebe. Die hier entwickelte Vorstellung liegt auch 
unserer urspriinglichen Arbeitshypothese zugrunde, nur mit dem 
Unterschied, daB letztere alle 3 Prozesse als irreversibel auffabte, 
Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhange, daB das im Kérper 
entstehende Acetylderivat der Aminosiuren stets optisch aktiv ist 
[Knoop und Kertess**), du Vigneaud und [rish?%)]. Die Knt- 
scheidung zwischen der direkten und der indirekten Racemisierung 
in vivo mu8 weiteren Versuchen vorbehalten bleiben. 

Unsere Ergebnisse lassen sich in Kiirze in folgende Siitze 
zusammenfassen: 

1. Die PBTS-Ausscheidung bei Oligophrenia phenylpyrouvica 
ist eine natiirliche Folge des erhéhten 1-PA-Spiegels im Blut. 
Die Ursache der Erhéhung des 1-PA-Spiegels ist bisher unbekannt. 
7 2. Die perorale oder intravenése Verabreichung von 1-PA in 
neutraler Lésung, die zu einer Erhéhung des 1-PA-Spiegels im 
Blut fihrt, lést im normalen Organismus bei Ratte, Kaninchen 
und Mensch eine PBTS-Ausscheidung aus, die beim Menschen 
und Kaninchen von einer Steigerung der ]-PA-Ausscheidung be- 
gleitet ist. Nach intravenéser Injektion ist die 1-PA-Ausscheidung 
beim Kaninchen anfanglich am gréBten und fallt rasch auf nor- 
male Werte ab, waihrend die PBTS-Ausscheidung nicht sofort mit 
voller Stiirke einsetzt, und noch lange Zeit andauert, nachdem 
die 1-PA-Ausscheidung laingst wieder normal ist. Bei peroraler 
Verabreichung verlaufen die beiden Kurven beim Kaninchen 
einigermaBen parallel. 

3. Der Beweis fiir eine direkte Uberfiithrung von 1-PA in 
d-PA im Koérper konnte nicht erbracht werden. Die indirekte 
Racemisierung, die vom d-PA zum |]-PA iiber die PBTS fiihrt, 
scheint sichergestellt. 

4. Der Abbau des 1-PA im Organismus der weiBen Ratte ge- 
staltet sich verschieden, je nachdem das 1-PA zugefihrt wird 
a) gelést in der iquivalenten Menge Siure, b) in neutraler Lisung 
oder c) gelist in der iiquivalenten Menge Lauge. Der Unter- 


schied kann darauf beruhen, daB sich das PA selbst als Anion, 
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Kation oder Zwitterion im Darm verschieden verhalt, oder daB 
das p, die Resorptionsgeschwindigkeit oder die Sekretion und 
Zusammensetzung der Verdauungssifte oder die Wirksamkeit der 
Verdauungsenzyme beeinfluBt. Der p,-Unterschied diirfte sich 
kaum an einer anderen Stelle des Kérpers geltend machen kénnen, 
es sei denn in den Nieren. Eine Schaidigung der Leber durch 
die Resorption der stark sauren bzw. stark alkalischen Lésung 
liBt sich allerdings nicht ausschlieBen. Die Zufuhr von d-PA 
fihrt unabhaéngig vom p,, der verwendeten Lésungen zu einer 
Ausscheidung gewaltiger Mengen PBTS. 

5. Wo in vitro bei Verwendung von Nierenschnitten, Nieren- 
brei oder Nierenenzympriparaten keine PBTS-Bildung nachweis- 
bar war, lieB sich auch keine Ammoniakbildung feststellen. 
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Zur Kenntnis des Plasmalogens 
III. Mitteilung 


Eine weitere Methode zur Identifizierung des Plasmals 
Von 


R. Feulgen und M. Behrens 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit GieBen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. September 1938) 


Friher war von R. Feulgen und K. Voit?) durch histo- 
chemische Versuche mit dem Schiffschen Reagenz ein im Proto- 
plasma aller tierischen Zellen weit verbreiteter Aldehyd nach- 
gewiesen worden, der Plasmal genannt wurde. Es zeigte sich 
yon vornherein, daB das Plasmal niemals frei vorkommt, sondern 
stets an eine Komponente gekuppelt. Aus diesem Gesamtkomplex 
wird das Plasmal sehr leicht durch Séiuren (schon durch die 
Aciditat des Schiffschen Reagenzes) abgespalten. Fast augen- 
blicklich erfolgt die Abspaltung durch HgCl,. Wegen dieser eigen- 
artigen leichten Abspaltbarkeit des Plasmals wurde der Gesamt- 
komplex Plasmalogen genannt. Das Plasmalogen kommt ver- 
gesellschaftet mit Phosphatiden vor und geht bei der Aufarbeitung 
der mit organischen Lésungsmitteln extrahierten Lipoide stets in 
die Phosphatidfraktion hinein. Besonders reich an Plasmalogen 
sind die Muskeln bzw. die daraus dargestellten Phosphatide. Zwar 
enthalten die Phosphatide aus Gehirn die gleiche Menge Plasmal 
in Form von Plasmalogen, und ihre Darstellung ist auch viel 
einfacher und billiger als die der Muskelphosphatide; dennoch 
arbeiten wir vorliufig ausschlieBlich mit Phosphatiden aus Pferde- 
lleisch, weil hier, wie weiter unten dargelegt werden wird, ein 
fiir die Identifizierung des Plasmals besonders giinstiger Sonder- 
all vorliegt. 

Die Phosphatide wurden mit Wasser emulgiert, durch Siuren 
oder HgCl, das Plasmal freigemacht, und die Emulsion einer 





') R. Feulgen und K. Voit, Pfliigers Arch. 206, 889 (1924). 
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Wasserdampfdestillation unterworfen. Dabei setzt sich das Plasmal 
im Kiihler als lipoide Masse ab. Dieses wurde in alkoholischer 
Lésung mit Thiosemicarbazid gekuppelt. Bei solchen Versuchen?) 
zeigte sich, daB wir zwei Gruppen von Thiosemicarbazonen unter- 
scheiden miissen: die eine ist in Alkohol und anderen organischen 
Lésungsmitteln leicht léslich, die andere aber schwer und krystalli- 
siert leicht in Drusen aus. Erst diese schwer lésliche Fraktion 
ist bis jetzt von uns untersucht worden. Auch dem Geruch nach 
muB man 2 Fraktionen unterscheiden: EKinen stark riechenden 
Anteil und einen geruchlosen. Dieser letztere liefert das schwer 
lésliche, bis jetzt untersuchte Thiosemicarbazon. Beim Vergleich 
des schwer léslichen Thiosemicarbazons mit den Thiocarbazonen 
der héheren Fettsiurealdehyde hatte sich nun friiher gezeigt*), 
daB der geruchlose Anteil ganz vorwiegend aus Palmitinaldehyd 
besteht; es wurde vermutet, daf ihm geringe Mengen Stearin- 
aldehyd beigemengt waren; denn der Schmelzpunkt des schwer 
léslichen Plasmalthiosemicarbazons lag ein wenig niedriger als 
der des synthetischen Kérpers, und es zeigte sich im besonderen, 
da8 ein Gemisch von 90°/, Palmitinaldehydthiosemicarbazon und 
10°/, des entsprechenden Stearinkérpers sich hinsichtlich auSerer 
Kigenschaften, Léslichkeit, Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt, 
Farbstirke mit fuchsinschwefliger Saiure und Krystallform nicht 
vom natiirlichen Plasmalthiosemicarbazon aus Pferdefleisch unter- 
schied, wahrend ein Gemisch aus natiirlichem Plasmalthiosemi- 
carbazon mit synthetischem Palmitinaldelydthiosemicarbazon eine 
Schmelzpunktserhéhung, mit dem Stearinkérper aber eine Schmelz- 
punktserniedrigung aufwies. 

Dieser Befund besagte nichts weniger, als daB weit verbreitet 
im Tierkérper, und zwar vergesellschaftet mit Phosphatiden, 
Aldehyde héherer Fettsiuren vorkommen, und es schien uns not- 
wendig zu sein, diesen Befund wegen seiner Tragweite durch eine 
zweite, von der ersteren unabhangigen IJdentifizierung zu erhirten. 
Wir haben zu diesem Zweck 5mal umkrystallisiertes Plasmal- 
thiosemicarbazon nach der Methode yon M. Behrens’) durch 
Wasserdampfdestillation einer verdiinnten Schwefelsiure, in die 
langsam eine alkoholische Lisung von Plasmalthiosemicarbazon 
eingetragen wurde, wieder gespalten, das freie Plasmal in Kis- 
essig durch Chromsiiure oxydiert und als Oxydationsprodukt 





*) R. Feulgen, K.Imhiuser u. M. Behrens, Diese Z. 180, 161 


(1929). 
5) M. Behrens, Diese Z. 191, 183 (1930). 
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Palmitinsiure erhalten. Die gewonnene Siure zeigte, neben 
Ubereinstimmung in den iuBeren EHigenschaften, beim Titrieren 
mit n/10-KOH das verlangte Aquivalentgewicht und hatte einen 
Schmelzpunkt von 61,5°, wihrend ein vorhandenes Priparat 
reinster Palmitinséure (acidum palmitinicum purissimum, Merck) 
bei 62,09 schmolz. Der Mischschmelzpunkt aus gleichen Teilen 
lag bei 61,7°. Kin Gemisch aus gleichen Teilen der erhaltenen 
Fettsiure und Stearinsiiure wies hingegen eine Schmelzpunkts- 
erniedrigung von 56,5° auf. Hier ist zu bemerken, daB die Schmelz- 
punkte kauflicher reiner Palmitinséure meist schon etwas niedriger 
liegen als erwartet, weil der Palmitinsiure hartnickig geringe 
Mengen Stearinsdiure anhaften. Jedenfalls wird auch durch diese 
Versuche bestatigt, daB in dem geruchlosen Anteil des Plasmals 
aus Pferdefleisch, der das schwer lésliche Thiosemicarbazon liefert, 
ganz vorwiegend Palmitinaldehyd vorkommt, vergesellschaftet mit 
einigen Prozenten Stearinaldehyd, 

Oben war schon ausgesprochen, daB wir beim Plasmal der 
Pferdemuskulatur einen fiir die Identifizierung giinstigen Sonder- 
fall vor uns haben. Dieser giinstige Umstand liegt eben darin, 
da8 in dem geruchlosen Plasmalanteil vorwiegend Palmitinaldehyd 
vorkommt. Aber die Tatsache, da8 auch hier etwa bis 10°/, des 
geruchlosen Anteils an Stearinaldehyd vorhanden sind, lieB ver- 
muten, daB der Quotient Palmitinaldehyd:Stearinaldehyd nur in 
der Muskulatur, sei es zufillig, sei es aus einem bestimmten 
physiologischen Grunde, fiir die Darstellung und Identifizierung 
so giinstig liegt, und daB in anderen Organen auch ungiinstigere 
Quotienten gefunden werden kénnten. Dies ist in der Tat der 
Fall, und schon bei den Phosphatiden des Gehirns, die natiirlich 
von uns von vornherein ebenfalls untersucht worden sind, liegen 
die Dinge anders. Es war uns schon friher aufgefallen, daB man 
nach der bequemen Methode von M. Behrens’) zur Isolierung 
von gesattigten Fettsiurealdehyden aus Phosphatiden, bei welcher 
man auf eine Wasserdampfdestillation, die wegen der geringen 
Fliichtigkeit der Aldehyde sehr zeitraubend ist, verzichten kann, 
zwar bei Muskelphosphatiden Ausbeuten bekommt, die mit den 
durch Wasserdampfdestillation erhaltenen iibereinstimmen, daB 
aber bei Gehirnphosphatiden iiberhaupt keine schwer léslichen 
Thiosemicarbazone gefaBt werden konnten. Dies war um so merk- 
Wiirdiger, als der Gehalt von Muskel- und Gehirnphosphatiden an 
Gesamtplasmal, gemessen mit einer colorimetrischen Methode, 
(ie spiiter beschrieben werden soll, gleich war und iiber 10 °/, (!) 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVI 2 
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betrug. Es wurde daher versucht, wenigstens durch die an sich 
elektivere Wasserdampfdestillation solche zu gewinnen. Dies ist 
in der Tat méglich. Indessen ist die Ausbeute im Vergleich zu 
der aus Muskelphosphatiden erhaltenen sehr gering und der 
Schmelzpunkt der Substanz war sehr unscharf und niedrig, ihre 
Léslichkeit in Alkohol gréBer, kurz, der Kérper machte den Hin- 
druck einer sehr uneinheitlichen Substanz. Das Thiosemicarbazon 
fing bei 91° an zu sintern, schmolz bei 93° zu einer triiben 
Fliissigkeit, die sich bei 96° klarte, wahrend die analoge Substanz, 
aus Muskelphosphatiden dargestellt, bei 107—107,5° schmoiz. 
Wir vermuteten, daB es sich um ein Gemisch aus Palmitin- 
aldehyd- und Stearinaldehydthiosemicarbazon handelt. In der Tat 
gab die Substanz aus Gehirnphosphatid mit einem Gemisch aus 
gleichen Teilen synthetischem Palmitinaldehyd- und Stearin- 
aldehydthiosemicarbazon, das den gleichen unscharfen Schmelz- 
punkt von 96° aufwies, keine Schmelzpunktsdepression, wolll 
aber, mit reinem Stearinaldehydthiosemicarbazon vermischt, eine 
Schmelzpunktserhéhung auf 100°, und mit Palmitinaldehydthio- 
semicarbazon eine solche auf 101°. Hieraus folgt, daB im Gehirn 
in der Tat Palmitinaldehyd und Stearinaldehyd zu etwa gleichen 
Teilen vorkommt, und da das Verhaltnis in den Muskelphos- 
phatiden einen besonders giinstigen Sonderfall darstellt. Aus 
diesem Grunde benutzen wir auch bei den Versuchen zur Identi- 
fizierung des Plasmalogens selbst, iiber die in einer weiteren 
Arbeit berichtet werden wird, ausschlieBlich Phosphatide aus 
Muskulatur; denn bei diesen Versuchen war die Erfassung mig- 
lichst einheitlicher krystallisierter Thiosemicarbazone naturgemiib 
von besonderer Wichtigkeit, zumal Versuche zur Trennung der 
Homologen von vornherein schon an der Materialfrage scheitern 
muBten. 

In diesem Zusammenhang méchten wir darauf hinweisen, 
da8 wir im natiirlichen Plasmal noch eine stark riechende Kom- 
ponente haben. Die Umstiinde, unter denen das Plasmal aus 
dem Plasmalogen freigemacht wird, und die dem Gesamtkomplex 
den Namen ,,Plasmalogen“ eingetragen haben, sind so markant 
(sehr schwache saure Reaktion, Hg(Cl,), daB wir daraus wenigstens 
mit Sicherheit auf das Vorhandensein von noch mindestens eine! 
weiteren Aldehyd schlieBen kénnen; denn die bisher bekannten 
(gesiittigten) Aldehyde Palmitinaldehyd und Stearinaldehyd sind 
vollig geruchlos. Durch alle MaBnahmen, durch welche aus 
Plasmalogen Plasmal abgespalten wird, tritt auch ein charakte- 
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ristischer durchdringender und stark haftender Geruch auf. Bei 
der Wasserdampfdestillation von Phosphatiden nach freigemachtem 
Plasmal (sonst nicht) erfillt er das Laboratorium und haftet lange 
an den mit der Substanz in Beriihrung gekommenen Hinden. 
Das durch Wasserdampfdestillation gewonnene Gesamtplasmal 
weist diesen Geruch in starkstem MaBe auf. Nach Zusatz von 
Thiosemicarbazid verschwindet er augenblicklich vollkommen. Man 
kann diesen Geruch sogar schon wahrnehmen, wenn man eine 
etwa 10°/,ige Phosphatidemulsion mit HgCl, versetzt: Augen- 
blicklich erfolgt ein Geruchsumschlag, nur muB man médglichst 
frisch bereitete Phosphatide zu diesem Versuch nehmen, die noch 
keinen starken Geruch nach durch Oxydation zersetzten un- 
gesiittigten Fettsiuren aufweisen. Wir vermuten, da es sich 
um einen ungesittigten Aldehyd handelt. Versuche zu seiner 
Identifizierung werden angestellt. 


Experimentelles 


Es wurden im ganzen 1,5 g Plasmalthiosemicarbazon eingesetzt, das 
nach dem Verfahren von M. Behrens‘) aus Pferdefleisch dargestellt 
worden war. Zur Spaltung dieses Kérpers wurden je 0,2 g der Substanz, 
gelést in 100 eem Alkohol, nach der friiher von Behrens®*) beschriebenen 
Technik verarbeitet, indem die alkoholische Lésung portionsweise in 
siedende verdiinnte Schwefelsiiure eingetragen und gleichzeitig ein leb- 
hafter Wasserdampfstrom durchgeleitet wurde. Das mit Wasserdampf 
iibergegangene freie Plasmal wurde nach Kondensation im Kiihler konti- 
nuierlich auf einem Wattebausch als Filter gesammelt. An jedem Tag 
wurden 2 mal je 0,2 g Plasmalthiosemicarbazon verarbeitet, und die beiden 
Portionen am Abend sogleich oxydiert, weil beim liingeren Aufbewahren 
eine Polymerisation der Aldehyde zu befiirchten ist. Zu diesem Zweck 
wurde das Filter trocken gesaugt und 2mal mit Alkohol ausgekocht, der 
Kiihler mit heiBem Alkohol ausgewaschen, der Alkohol unter vermindertem 
Druck verdampft und der Riickstand durch 10 Minuten langes Erhitzen 
im Vakuum bei einer Wasserbadtemperatur von 60° alkoholfrei gemacht. 
Das zurtickbleibende Ol wurde in 10 cem Eisessig gelést, die Lisung auf 
dem Wasserbad erhitzt und mit einer 5°/,igen Lésung von Chromsiiure 
in Eisessig oxydiert. Man fiigt zweckmaBig die Chromsiiure in Portionen 
von 1—2 cem zu, bis der anfiinglich fast augenblicklich erfolgende Farben- 
umschlag im Laufe von etwa 2 Minuten nicht mehr zu beobachten ist, 
vielmehr eine schmutzig braune Firbung bestehen bleibt. Der UberschuB 
au Chromsiure wurde jetzt mit etwa 40°/,igem Formaldehyd reduziert, 
die entstandene Fettsiure durch Verdiinnen mit dem 10 fachen Volumen 
Wasser abgeschieden, und der Niederschlag mit Wasser ausgewaschen. 
Er wurde in verdiinnter Schwefelsiure suspendiert, ausgekocht und er- 
kalten gelassen, wonach die Fettsiiure auf der Schwefelsiure schwimmend 
erstarrte. Sie wurde auf einem lockeren Wattebausch in einem Trichter 
gesammelt und mit Wasser ausgewaschen. Auf demselben Wattebausch 
Q* 





90 RR. Feulgen und M. Behrens, Zur Kenntnis des Plasmalogens 


sammelten wir die allabendlich anfallenden Fraktionen. 1,5 g Plasmal- 
thiosemicarbazon lieferten so 0,7 g Fettsiiure. 

Zur Reinigung wurde die gesammelte Fettsiiure nach UbergieBen mit 
etwa 100 ccm Wasser durch Kalilauge gelést, mit Bleiacetat gefillt, dic 
Bleiseifen ausgewaschen, getrocknet (0,8 g) und 3mal im Zentrifugenglas 
aus heiBem Benzol umkrystallisiert. Die so gereinigten Bleisalze wurden 
in Ather suspendiert, mit Schwefelwasserstoff zersetzt (etwa in kolloidaler 
Lésung bleibendes Bleisulfid kann durch Alkohol ausgeflockt werden), 
der Ather verdampft und die Siure 6mal aus 70°/,igem Alkohol umn- 
krystallisiert. 

0,1094 g, in 50cem Alkohol gelést, erforderten zur Neutralisation 
4,30 cem n/10-Natronlauge (Indicator Phenolphthalein), ber. 4,27 ccm. 


Die Schmelzpunktsverhiltnisse wurden oben mitgeteilt. 


Die Versuche wurden mit Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft ausgefiihrt. 
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Einwirkung konzentrierter Salzsaiure 
auf die Chenodesoxycholsadure 


Von 


Kazumi Yamasaki und Kumao Takahashi 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama) 


(Der Schriftieitung zugegangen am 20. September 1938) 


Ks ist eine eigentiimliche Erscheinung, da8 die sekundire 
Alkoholgruppe am C, des Cholsiuremolekiils selektiv durch wasser- 
entziehende Reagentien'), wie Metallchloride, konzentrierte Salz- 
siure sowie verdiinnte. Schwefelsiure leicht abgespalten werden 
kann, wobei zwei bzw. drei voneinander verschiedene 3,12-Dioxy- 
cholensiuren nebeneinander gebildet werden. Diese leichte Wasser- 
abspaltharkeit der sekundiren Alkoholgruppe am C, des Gallen- 
siuremolekiils und die leichte Dehydrierbarkeit?) durch Chrom- 
siureoxydation ist nicht nur chemisch von hohem Interesse, sondern 
auch ein Hinweis auf die Dioxycholansiurebildung aus Trioxy- 
cholansiure im Tierkérper’). In der Tat gelang es C. H. Kim‘), bei 
B-avitaminotischen Kaninchen die verabreichte Dehydrocholsiiure 
als Desoxycholsiure aus dem Harn zu isolieren, was zeigt, dai 
die Ketogruppe in der Stellung am C, im Kaninchenorganismus 
einer Reduktion unterworfen worden ist. Bei der Bildung der 
Dioxycholansiure aus Trioxycholansiure muB also die sekundire 
Alkoholgruppe in der Stellung am C, oder C,, oxydiert und dann 
reduziert werden, wie Yamasaki und Kyogoku’) bei der Bildung 





1!) F. Bodecker, Ber. chem. Ges. 53, 1852 (1920); F. Bodecker u. 
H. Volk, Ber. chem. Ges. 54, 24 (1921); K. Yamasaki, Diese Z. 220, 42 
(1933), 

*)} T. Iwasaki, Diese Z. 244, 181 (1936). 

*) T. Shimizu, Vortrag im Jap. Assoc. for the Advancement of Science 
in Tokyo im Mai 1938. 

*) C. H. Kim, Diese Z. 255, 267 (1938). 

’) K. Yamasaki u. K. Kyogoku, Diese Z. 2353, 29 (1985); 235, 48 
(1935); K. Kyogoku, Diese Z. 246, 99 (1937); 240, 253 (1937). 











29, Kazumi Yamasaki und Kumao Takahashi, 


von a@- und f-3-Oxy-7,12-diketocholansiure im Krétenorganismus 
beobachtet haben. 

In unserer vorausgehenden Mitteilung®) wurde berichtet, da 
die Apochenodesoxycholsiure C,,H,.O, aus Hiihnergalle durch 
Zusatz von verdiinnter Salzsiure erhalten wurde. In der yor- 
liegenden Abhandlung ist nun davon die Rede, daB die Wasser- 
abspaltbarkeit der Chenodesoxycholsiure durch konzentrierte Salz- 
siure unter fast gleichen Bedingungen vorgenommen und nach- 
gepriift wurde, wie dies schon Yamasaki’) bei der Cholsiiure 
getan hat. Durch Einwirkung der konzentrierten Salzsiiure auf 
die Chenodesoxycholsiure wurde eine gut krystallisierbare Oxy- 
cholensiure C,,H,.O, vom Schmelzp. 185° und [a], = + 96,0° 
erhalten. Allen Eigenschaften nach erinnert sie an die Isolitho- 
cholsiure*) aus Hiihnergalle. 

Diese Oxycholensiure C,,H,.O, bildet héchstwahrscheinlich 
schwer abtrennbare Mischkrystalle, da sie durch katalytische 
Hydrierung in 2 Fraktionen zerlegt werden kann; die eine 
ist in Alkohol schwer, die andere darin leicht léslich. Die 
letztere Séure von der Formel C,,H,,O, schmilzt bei 185°, hat 
[@], =+ 35,0° und erwies sich mit der Lithocholsaure als ganz 
identisch. Die erstere, von der Formel C,,H,,0,, ist einfach 
ungesittigt — wir wollen sie als §-Apochenodesoxycholsaure be- 
zeichnen —, schmilzt bei 196° und hat eine héhere spezifische 
Drehung, namlich [¢], = + 77,0°, was auf eine innige Beziehung 
zur $-Apocholsaure®) ([@], = + 78,5°) hinzuweisen scheint. 

Durch Einwirkung der konzentrierten Salzsdure kann also die 
Chenodesoxycholsiure (I) unter Wasserabspaltung in der Stellung 
am C, in zweierlei Oxycholensdéuren verwandelt werden, von denen 
die eine (II) durch katalytische Hydrierung leicht in Lithochol- 
siure (IIJ) umgewandelt wird und somit wahrscheinlich eine Doppel- 
bindung zwischen C, und C, hat, wie die Dioxycholensaure””), 
und die andere (IV) gegen katalytisch erregten Wasserstoff recht 
bestiindig ist und so eine Doppelbindung zwischen C, und 0, 
bzw. C, und C,, hat, wie die Isodioxycholensaure}) bzw. Apo- 
cholsiiure !°), 


6) K. Takahashi, Diese Z. 255, 277 (1938). 

7) Diese Z. 220, 42 (1933). 

8) T. Hoshizima, H. Takata, Z. Uraki u. 8S. Shibuya, J. of 
Biochem. 12, 393 (1930). 

® R. K. Callow, J. of Chem. Soc. London 1936, 462. 

1) H. Wieland, E. Dietz u. H. Ottawa, Diese Z. 244, 194 (1936). 
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Durch trockene Destillation lieferte die letztgenannte Oxy- 
cholensiure vom Schmelzp. 196° eine Diensiure vom Schmelz- 
punkt 163° (V) und von spezifischer Drehung [«], = + 41,9°, 
wihrend die Chenocholadiensiure!!), die durch thermische Zer- 
setzung aus Chenodesoxycholsiure erhalten wurde, [«],, = — 58,5° 
zeigt. Die Diensiure wurde durch katalytische Hydrierung in 
eine neue Cholenséure (VI) vom Schmelzp. 173°, [a], = + 43,6° 
_—_ wir méchten sie d-Cholensiure nennen — umgewandelt. Der 
Ubersichtlichkeit halber seien die bis heute bekannten isomeren 
Cholensiiuren C,,H,.0, hier in einer Tabelle zusammengefaBt: 











ae [a}p Muttergallensduren 
a-Cholensiure 156° +16,3° Lithocholsiiure !* 1%) 


143 ~ 146° | +82,2 ~ 37,0° | Apocholsiure’’), 7-Oxy- 
cholansiure '*), «-Chol- 
atriensiure I['®), Apo- 
chenodesoxycholsiure ®) 


(4) 
a ” 











Y ’9 137—138° +43,07° «-Cholatriensiure II") 
é- m 173° + 43,6° Chenodesoxycholsiiure 
*) g- ‘ 160° — 66,8 ° 6-Oxy-allocholansiure *°) 


*) Die Cholensiure aus 6-Oxy-allocholansiure wird vorliufig mit « 
bezeichnet. 


Uber die Stellung der Doppelbindung der d-Cholensiure bzw. 
der #-Apochenodesoxycholsiure kann noch nichts Sicheres aus- 
gesagt werden, jedoch liegt auf Grund des oben erwdhnten Er- 
gebnisses, besonders auch wegen der héheren spezifischen Drehung 
der #-Saiure, die Annahme nahe, daB die beiden Siuren je eine 
Doppelbindung zwischen C, und C,, besitzen und gegeniiber der 
8-Chenosiure bzw. Apochenodesoxycholsiure (VII) in bezug auf 
die Stellung des Wasserstoffatoms am C, riumlich isomer sind. 


1) §. Miyazi, J. of Biochem. 26, 333 (1937). 

12) H. Wieland u, P. Weyland, Diese Z. 110, 123 (1920). 

13) W. Borsche u. A. R. Todd, Diese Z. 197, 173 (1931); H. Wie- 
land u. V. Deulofeu, Diese Z. 198, 127 (1931). 

44) H. Wieland u. E. Dane, Diese Z. 210, 268 (1932). 

15) T, Shimizu, T. Oda u. H. Makino, Diese Z. 213, 136 (1932). 

1) H. Wieland, K. Kraus, H. Keller u. H. Ottawa, Diese Z. 241, 
47 (1936). 
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Beschreibung der Versuche 


3-Oxycholensaure vom Schmelzp. 185°. 6g amorphe Chenodes- 
oxycholsiure wurden in 30 cem Eisessig gelést und vorsichtig mit 80 ccm 
konzentrierter Salzsiiure versetzt, wobei sich die Lésung unter voriiber- 
gehender Violettverfiirbung triibte. Nach 6 Stunden wurde diese in 500 ccm 
kaltes Wasser eingegossen und dann die saure Liésung mit Kalilauge 
abgestumpft. Die dabei abgeschiedene pulvrige, gelbe Masse wurde in 
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10 °/,iger Kalilauge 2 Stunden lang erwirmt und nach dem Erkalten mit 
verdiinnter Salzsiiure ausgefillt. Die abgenutschte, gut getrocknete Fillung 
(4,8 g) wurde in 50 ccm Essigester gelést und eingeengt, wobei eine Krystalli- 
sation auftrat. Die abgesaugten Krystalle (3,3 g) schmolzen bei 170° und 
nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol bei 185°. 


Spezifische Drehung. 0,500 g Subst. in 10 cem absolutem Alkohol, 
l=2dm, «=+ 0,96°, [a]?? = + 96,0° 
5,287, 5,145 mg Subst.: 14,757, 14,406 mg CO,, 5,007, 4,892 mg H,O. 


C,,H;,0, Ber. C 76,94 H 10,23 
Gef. ,, 76,41, 76,65  ,, 10,60, 10,64. 


Sie firbten sich in Essigsiureanhydrid-Schwefelsiure anfangs gelb, 
dann violettrot und entfirbten Brom-Eisessig sowie Permanganatlésung 
sofort. Sie lésten sich in Alkohol, Aceton leicht, in Ather, Benzol, Eis- 
essig auch ziemlich leicht. 


Katalytische Hydrierung der Saure vom Schmelzp. 185° 0,7 ¢ 
der Oxycholenséure in 25cem absolutem Alkohol wurden mit 0,2 g Pt-Oxyd 
(nach Adams) und Wasserstoff bei 20° geschiittelt. Nach 1 stiindigem 
Schiitteln wurde die Reaktionsfliissigkeit vom Platin abfiltriert und mit 
Wasser versetzt, wobei sich Krystallnadeln abschieden. Die hierbei ab- 
geschiedenen Krystalle schmolzen bei 193°, wihrend aus dem Filtrat eine 
Lithocholsiure (Schmelzp. 185°) erhalten wurde; die beiden Siuren wurden 
getrennt bearbeitet. 


1. -Apochenodesoxycholsaure, Die erste krystallinisch abgeschiedene 
Siure wurde mehrmals aus Alkohol umkrystallisiert. Prismatische Nadeln. 
Schmelzp. 196". Sie addieren Brom und bilden ein Natrium- sowie Ammo- 
niumsalz, das aus wiBriger Lésung in Nadeln auskrystallisiert. Lieber- 
mann-Reaktion gelb-rosarot. 


Spezifische Drehung. 0,500 g Subst. in 10 cem absolutem Alkohol, 
l=2dm, a=+0,77°, [a]?9 =-+ 17,0°. 
5,521, 5,260 mg Subst.: 15,503, 14,868 mg CO,, 5,010, 4,834 mg H,O. 


C,,H,,0, Ber. C 76,94 H 10,23 
Gef. ,, 76,58, 77,06 ,, 10,15, 10,28. 


Acetat der Siure. 0,2 g Siure wurden in 10 cem Essigsiure- 
anhydrid gekocht und nach 3 Stunden unter Kiihlung mit Wasser aus- 
gefallt. Das so erhaltene Acetat wurde aus verdiinntem Eisessig um- 
krystallisiert. Gruppierte kleine Nidelchen vom Schmelzp. 164°. 


3,806 mg Subst.: 10,406 mg CO,, 3,286 mg H,0O. 
C,,H,,0, Ber. C 74,94 H 9,68 Gef. C 74,57 H 9,66. 


Choladiensdure aus 8-Apochenodesoxycholsiure. 0,3g der 
Siiure wurden im Hochvakuum 80 Minuten lang bei 250—280° erhitzt und 
dann die Badtemperatur plétzlich auf 350—360° gesteigert, wobei innerhalb 
30 Minuten ein hellgelbes Harz vollstindig abdestilliert wurde. Das Destillat 
wurde aus verdiinntem Alkohol oder Eisessig mehrmals umkrystallisiert. 
Blittehen yom Schmelzp. 163°. Liebermann-Reaktion gelbviolett. 
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Spezifische Drehung. 0,620 g Subst. in 10 cem absolutem Alkohol, 
l=2 dm, a=+ 0,52 a" [a}p =+ 41,9°. 


3,925 mg Subst.: 11,590 mg CO,, 3,573 mg H,0. 
C,,H;,.0, Ber. C 80,83 H 10,18 Gef. C 80,81 H 10,19. 


6-Cholensiure. 50mg Diensiiure wurden in 5 cem Eisessig wit 
Pt-Oxyd und Wasserstoff (bei 20°, 767 mm Hg) geschiittelt. Nach 30 Minuten 
wurde die Lésung vom Katalysator befreit und mit Wasser versetzt. Die 
dabei abgeschiedenen Nadeln wurden aus verdiinntem Alkohol 3 mal um- 
krystallisiert. Zarte Nadeln vom Schmelzp. 173° (Aufschiumen bei 17)”, 
Liebermann-Reaktion schwach gelb. Die Krystalle addieren Brom. 


Spezifische Drehung. 0,344 g Subst. in 10 cem absolutem Alkohol, 
l=2dm, a=+0,30°, [a = + 43,6° 


4,917 mg Subst.: 13,831 mg CO,, 4,911 mg H,0O. 
C.,H,,0,-H,O Ber. C 76,53 H 10,71 Gef. H 76,73 H 11,18. 


Ketocholensiure. 1g der Oxycholensiure vom Schmelzp. 196° 
wurde in Eisessig in tiblicher Weise mit Chromsiure-Eisessig oxydiert; 
die so erhaltene Ketocholensiure (0,65 g) schmolz bei 121° Sie wurde 
dann 2 mal aus verdiinntem Eisessig umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelz- 
punkt 137°. Liebermann-Reaktion keine Verfirbung. 


3,748, 3,946 mg Subst.: 10,651, 11,210 mg CO,, 3,355, 3,443 mg H,0. 
C,,H,;,03 Ber. C 17,35 H 9,74 
Gef. ,, 77,49, 77,48  ,, 10,08, 9,76. 


Oxim der Ketocholensiure. 60mg der obigen Siure wurden 
mit 100 mg Hydroxylaminhydrochlorid und 150 mg Natriumacetat in 15 ccm 
Alkohol 6 Stunden lang gekocht. Das hierbei erhaltene Oxim wurde aus 
Alkohol oder Eisessig unter Zusatz von Wasser gefillt. Farbloses Pulyer 
vom Zersetzungsp. 227°. 


2,494 mg Subst.: 0,079 cem N (15,5°, 759 mm). 
C,,H,,0,N Ber. N 3,62 Gef. N 3,61. 


2. Lithocholsaéure. Aus dem von der #-Apochenodesoxycholsiure 
abgetrennten Filtrat wurde durch weiteren Zusatz von Wasser eine ge- 
sittigte Siure erhalten. Sie schmolz anfiinglich bei 175°, nach mehrmaliger 
Umkrystallisation aus verdiinntem Alkohol bei 185°. Lange Prismen. Sie 
lésen sich in Ather und Alkohol leicht, in Eisessig und Benzol ziemlich 


schwer. 
Das Natrium- sowie Ammoniumsalz der Siure ist in kaltem Wasser 


schwer léslich. Liebermann-Reaktion gelb, schwach rosarot. 
Spezifische Drehung. 0,023 g Subst. in 10 ccm absolutem Alkohol, 


L=2dm, o =+0,161°, [a]?? = + 35,0° 
8,526, 3,712 mg Subst.: 9,925, 10,455 mg CO,, 3,307, 3,454 mg H,0. 


C,,H,.0, Ber. C 76,53 H 10,71 
Gef. ,, 76,76, 76,81  ,, 10,48, 10,35. 
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Dehydrolithocholsiure. 0,1 g der Siure wurde in Eisessig mit 
Chromsiure-Essigsiurelésung (0,05 g CrO, in 2ccm Essigsiure) oxydiert. 
Die dabei erhaltene Ketosiure (0,07 g) schmolz bei 125°, sie wurde aus 
Risessig mehrmals umkrystallisiert. Blaittchen vom Schmelzp. 139—140°. 
Liebermann-Reaktion schwach rosarot. Die Siure zeigte mit der Dehydro- 
lithocholsiure keine Schmelzpunktsdepression. 


3,733 mg Subst.: 10,483 mg CO,, 3,455 mg H,0. 
" C,,H;,0, Ber. C 76,94 H 10,23 Gef. C 76,62 H 10,29. 


4 a-Cholensaure. 0,4 g der Siure wurden, wie bei der 6-Apocheno- 
desoxycholsiure, der trockenen Destillation unterworfen. Das Destillat wurde 
aus Alkohol oder Eisessig mehrmals umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelz- 
punkt 154% Sie sind in Benzol leicht léslich, genau wie die Cholensidure 
aus Lithocholsiure von der Rindergalle. 


3,526, 3,226 mg Subst.: 10,361, 9,476 mg CO,, 3,402, 3,059 mg H,0. 


C,,H;,0, Ber. C 80,38 H 10,69 
Gef. ,, 80,13, 80,29  ,, 10,73, 10,67. 





Cholansiure. 0,1 g Cholensiure wurde in 10 ccm Eisessig mit 
50 mg Pt-Oxyd und Wasserstoff katalytisch (18°, 747 mg Hg) reduziert. 
Das vom Platin abfiltrierte Filtrat wurde mit Wasser versetzt, wobei sich 
Nadelkrystalle abschieden. Sie wurden aus Alkohol mehrmals amkrystalli- 
siert, schmolzen bei 162° und zeigten mit reiner Cholansiure keine Misch- 
), schmelzpunktsdepression. Liebermann-Reaktion keine Verfidrbung. 

Der in iiblicher Weise hergestellte Athylester der Siure krystallisierte 
in Nadeln vom Schmelzp. 93°. Keine Mischschmelzpunktsdepression mit 
reinem Cholansiureithylester. 
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Die Anordnung der Peptidketten in Spharoprotein-Molekilen 


Von 
Felix Haurowitz 


(Aus dem Medizin.-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. September 1938) 


Die klassische Auffassung Emil Fischers iiber den Bau 
der Proteine ist durch die Arbeiten von Bergmann?) und yon 
Waldschmidt-Leitz*) als richtig erwiesen worden; danach 
bestehen die Proteine aus Ketten peptidartig verkniipfter Amino- 
siuren. Man kann in Anlehnung an Staudingers’) Einteilung 
der Kolloide in Linear- und Sphirokolloide auch zwei Klassen 
von Proteinen unterscheiden: 1. Linearproteine, deren Molekiile 
aus langgestreckten, haufig parallel gelagerten Peptidketten be- 
stehen und 2. Sphiroproteine‘); tiber die Anordnung der Peptid- 
ketten in den Sphiroproteinen ist nur wenig sicheres bekannt. 
Das Molekulargewicht der Sphiroproteine der Kérperfliissigkeiten 
betrigt etwa 30000 — 200000 °°"), entspricht also Peptidketten 
von etwa 300—1700 Aminosauren; derartige Ketten sind, wie eine 
einfache Berechnung ergibt, etwa 10 A breit und 1000—8000 A 
lang. Nun weicht jedoch die Form der Sphiroproteinmolekiile 
(Albumine, Globuline, Himoglobine u. a.) von der Kugelform nicht 
wesentlich ab; dies geht aus der geringen Viskositat ihrer Lésungen 
und aus ihrem Verhalten bei der Sedimentation hervor®); der 
Durchmesser des Kugelmolekiils betriigt etwa 30—50A. Daraus 
ergibt sich zwangsliufig eine starke Faltung oder Kniuelung 
der Peptidketten im Makromolekiil des Sphiaroproteins; 
eine derartige Deformation ist wegen der freien Drehbarkeit um 
je zwei benachbarte Atome der Peptidkette leicht médglich’). 
Andrerseits muB man jedoch auf Grund der unabinderlichen 
Artspezifitit der Sphiroproteine schlieBen, daB jedem Molekiil 
eine ganz bestimmte Struktur zukommt: sie wird zweifellos durch 
Briickenbindungen zwischen den gefalteten Peptidketten aufrecht 
erhalten; dabei ist zunachst an innermolekulare Salzbindungen 
zwischen sauren und basischen Seitenketten zu denken, also an eine 
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innere Zwitterionenstruktur der KiweiBmolekiile®?%!"}*), aber 
auch an S—S-Briicken zwischen benachbarten Peptidketten }* 14). 
Die Rontgenanalyse nativer krystallisierter Proteine laBt zwar 
eine regelmiBige Lagerung der Peptidketten im Kiweifmolekil 
erkennen?® 18), aber ,,die Methoden sind noch nicht geniigend 
empfindlich, um die Lagerung der Atome innerhalb des Molekiils 
zu bestimmen* ?°), 


Durch die Analyse der Flockungsreaktionen der Sphiroproteine li8t 
sich jedoch ein gewisser Einblick in die Verteilung der Ladungen im 
EiweiBmolekiil gewinnen; man kann danach zwei Gruppen von Sphiro- 
proteinen unterscheiden (Haurowitz) '): 1. Albumine, Pseudoglobuline, 
Himoglobine und andere in salzfreiem Wasser lésliche Proteine und 
2. Euglobuline, pflanzliche Globuline und andere in salzfreiem Wasser 
unlésliche Proteine. Bei der ersten Gruppe der Sphiroproteine (Albumin- 
Typus) enthilt die Oberfliche der Molekiile nur positive (basische) 
Atomgruppen; daher kénnen diese Proteine nicht aggregieren und bleiben 
in salzfreiem Wasser gelést; da die Oberfliiche der Molekiile durch positive 
Exogruppen besetzt ist, werden sie durch Clupein nicht gefallt; die negativen 
Endogruppen sind den groBen Clupeinmolekiilen unzuginglich. — Die zweite 
Gruppe der Proteine (Euglobulin-Typus) enthilt positive und 
negative Exogruppen; daber entstehen in salzfreiem Wasser zwischen 
benachbarten Molekiilen salzartige Bindungen, welche zur Aggregation und 
damit zum Ausfallen der Molekiile fiihren (Weber)'’); bei Zusatz von 
Neutralsalz heften sich dessen Ionen an die entgegengesetzt geladenen 
ionischen Gruppen des Proteins und bringen es dadurch wieder in Lésung. 
— Proteine, welche nur negative Exogruppen enthalten, sind bisher nicht 
nachgewiesen worden’), 


Von der eben entwickelten und durch die erwihnten eigenen 
Versuche gestiitzten Auffassung iiber die Struktur der Proteine 
weicht ein von Wrinch!*) entwickeltes Bild sehr weit ab. Von 
der trigonalen Symmetrie der meisten Hiweibkrystalle ausgehend 
nimmt Wrinch eine regelmiBige trigonale Anordnung der Amino- 
siuren an; die Faltung der Peptidketten ist nach Wrinch 
maximal, so daB Sechsringe entstehen, die infolge Ring-Ketten- 
Tautomerie durch Hauptvalenzen geschlossen werden: 


sail — ue, ae 
CO HN —» C——N, aber auch CO HCR—-> C—CR. 
/ % if % rl \ # ™ 


Die Faltung der Peptidketten soll dabei nur in zwei Dimensionen 
des Raumes erfolgen, so daB ein regelmiBiges Gitter ebener Sechs- 
ringe entsteht, Cyclole genannt. Als Beispiel sei das einfachste 
aus sechs Aminosiuren entstehende ,,Cyclol 6“ abgebildet. Fir 
die Molekiile der Sphiroproteine wird eine geschlossene mono- 
molekulare Cyclolschicht gefordert; das Innere dieser Hohlform 
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wire durch die Seitenketten der Peptidketten und Wassermolekiile 
ausgefiillt. » - 
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Cyclol 6 

Zur Stiitzung der Cycloltheorie wurde auf die Ubereinstimmung 
zwischen berechneter und gefundener Hydratation hingewiesen, ferner 
auf eine befriedigende Deutung der Denaturierung und anderer 
physikalisch-chemischer Kigenschaften der Proteine?§). Aber diese 
Erscheinungen sind mit der Annahme gefalteter und gekniulter 
Peptidketten in Spharoprotein ebensogut vereinbar?*). Dagegen 
widerspricht die Grundannahme der Cycloltheorie, die Annahme 
zahlreicher OH-Gruppen im EHiweifmolekiil allen Erfahrungen bei 
der Alkylierung und Acylierung von Proteinen. Bereits Herzig 
und Landsteiner!*) hatten bei der Methylierung von wasserfreier 
Gelatine, von Edestin und yon Kasein mit Diazomethan nur 
3,7—4,9°/, O-Methyl gefunden. Es war notwendig diese Ver- 
suche in waBriger Lésung zu wiederholen, weil die Cyclolstruktur 
nur in Gegenwart von Wasser bestindig sein soll!® 2°), Ich habe 
daher Ovalbumin und Hamoglobin, zwei typische Sphiroproteine, 
mit Dimethylsulfat in waBriger Lésung methyliert; nach der Cyclol- 
theorie entfallt auf jede Aminosiiure des geschlossenen Cyclol- 
molekiils 1 OH-Gruppe; nimmt man das Molekulargewicht der 
Aminosiuren im Mittel zu 120 an, so gabe das etwa 20°), 
O-Methyl; dazu kimen noch 3—5°/, O-Methyl fiir die methylier- 
baren COOH-Gruppen und fiir die OH-Gruppen der Oxyamino- 
siuren, insgesamt also annihernd 25°/, O-Methyl. Tatsiichlich 
wurden nur 2—6°/, OCH, gefunden, also dieselben Werte wie 
von Herzig und Landsteiner). — In Ubereinstimmung damit 
ergab die Acetylierung von Ovalbumin mit siedendem Essigsiure- 
Anhydrid ein Produkt, das nur 3—4°/, Acetyl enthielt, wahrend 
nach der Cycloltheorie etwa 25—28°/, Acetyl zu erwarten wiren. 








A hol 
diese 
Acet 
wiiBr 
spric 
EKiwe 
ringe 
gruy 


auck 


durch 
lichen 
aller 

lich 1 
die ir 
mihli 
Zutro: 
15 Mi 
zugesi 
eben 

3 Vol. 
Methy 
Zur ( 
getroc 
liberg 
und 1 
mit § 
Methy 
2,34 °/ 
2 ecm 
n/100- 
10°/, 

34,4 n 
O-Met 
eben 

20,2 m 
anhyd 
Methy 
lich n 
getroe 
und |} 
0,575 | 
450 '. 

entspr 

















Die Anordnung der Peptidketten in Sphiroprotein-Molekiilen 3] 


Ahnlich geringe Acetylzahlen wurden wihrend der Durchfiihrung 
dieser Versuche von anderen Forschern bei der vorsichtigen 
Acetylierung von Ovalbumin?!) und von Insulin?) mit Keten in 
wiBriger Lésung erhalten. Das Ergebnis dieser Untersuchung 
spricht sehr gegen die Annahme zahlreicher OH-Gruppen im 
KiweiBmolekil und damit auch gegen die Existenz von Cyclol- 
ringen. Die von der Cycloltheorie geforderten Hydroxyl- 
eruppen lassen sich weder durch Methylierung, noch 
auch durch Acetylierung nachweisen. 


Beschreibung der Versuche 


1. Methylierung von Eiwei8. Oxyhimoglobin vom Pferd wurde 
durch Umkrystallisieren aus 20°/, Alkohol dargestellt, Ovalbumin aus kiuf- 
lichem Ovalbumin (Merck) durch Dialyse, Elektrodialyse und Abschleudern 
aller unléslichen Verunreinigungen; das Priiparat war in Wasser klar lés- 
lich und enthielt nur Spuren von Globulinen. Zur Methylierung wurden 
die in Wasser gelésten Proteine unter stindigem energischem Riihren all- 
mihlich mit Dimethylsulfat versetzt und gleichzeitig die Reaktion durch 
Zutropfen von NaOH oder von Kaliumearbonat alkalisch gehalten. 
15 Minuten nach Beginn des Versuches war das gesamte Dimethylsulfat 
zugesetzt; nun wurden wahrend weiterer 15 Minuten unter Riihren die 
eben nétigen Mengen Alkali zugefiigt, dann der gesamte Ansatz mit 
3 Vol. Aceton versetzt, mit Essigsiure neutralisiert, der Niederschlag des 
Methylproteins abgenutscht und auf der Nutsche mit Aceton gewaschen. 
Zur O-Methylbestimmung wurde das bei Zimmertemperatur im Vakuum 
getrocknete Priparat im Mikroapparat von Pregl] mit HJ destilliert, das 
iibergehende Jodmethyl nach Kirpal und Biihn?’) in Pyridin aufgefangen 
und mit n/100-Silbernitrat titriert. 150 cem 7°/, Oxyhimoglobin wurden 
mit 50 g Dimethylsulfat und Kaliumcarbonat behandelt; 24,6 mg des 
Methylhimoglobins verbrauchten 1,66 cem n/100-Silbernitrat, entsprechend 
2,534 °/) OCH,; 60 cem 3,3 °/, Oxyhimoglobin, 6 ccm Dimethylsulfat und 
2cem 57°/, NaOH gaben ein Priparat, von welchem 24,5 mg 5,12 cem 
n/100-Silbernitrat verbrauchten, entsprechend 6,5°/, O-Methyl. — 12,5 ccm 
10°/, Ovalbumin mit 7,5 cem Dimethylsulfat und 50 cem 3°/, NaOH; 
34,4 mg Methyl-Ovalbumin = 4,2 cem Silbernitrat, entsprechend 3,9°/, 
O-Methyl; 12,5 eem 10°/, Ovalbumin mit 7,5 cem Dimethylsulfat und der 
eben nétigen Menge NaOH gaben ein Methylovalbumin, von welchem 
20,2 mg 3,28 ecm n/100-Silbernitrat verbrauchten. 


2. Acetylierung. 5 g Ovalbumin wurden mit 100 cem Essigsiiure- 
anhydrid 4Stunden am Wasserbade erhitzt, filtriert und auf der Nutsche mit 
Methylalkohol, Aceton, Wasser, neuerlich mit Methylalkohol und schlieb- 
lich mit Aceton griindlich gewaschen und 2 Stunden bei 100° und 30 mm 
getrocknet. Die Acetylbestimmung wurde in Anlehnung an Landsteiner 
und PraSek*4) durch Verseifen mit 45°/, Phosphorsiure vorgenommen; 
0,575 g Acetyl-ovalbumin gaben bei 8maliger Destillation mit 14 cem 
45°), Phosphorsiiure insgesamt einen Verbrauch von 0,50 cem n-NaQH, 
entsprechend 21,5 mg oder 8,7°/, Acetyl CH,- CO. 
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Uber die bei einigen Avertebraten 
vorkommenden antirachitischen Provitamine 
Von 


F. Bock und F. Wetter 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium in Géttingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Oktober 1938) 


In unsere Untersuchungen!) iiber das Vorkommen der anti- 
rachitischen Provitamine in der Natur haben wir auch eine Reihe 
verschiedener Avertebraten einbezogen. Arbeiten iiber dieses 
Gebiet sind auch schon von anderer Seite’) unternommen und 
verdffentlicht worden. 

8 Kinen Uberblick iiber den Provitamingehalt der von uns 
untersuchten Tiere gibt folgende Tabelle: 








Gehalt des Sterins — 














Material an Provitamin in °/, 
Wiirmer: 
Borstenwurm (Nereis virius) . 3,05 
Blutegel (Hirudinea officinalis). 3,5 
Sandwurm (Arenicola marina) . 3,68; 2,7 
Regenwurm (Lumbricus terrestris) . 22,8 
Mollusken: 
i's < 6 ee ee ww 1,66 
Miesmuschel (Mytilus edulis). 8,9; 9,3 
Weinbergschnecke (Helix pomatia) . 9,3; 10,1 
Uferschnecke (Litorina litorea). 9,56 
Schwarze Wegschnecke (Arion) 11,9 
Archidoris tuberculata ip ened 15,0 
Rote Wegschnecke (Arion empiricorum) 19; 25 


Wellhornschnecke (Buccinum undatum). 





17,2; 27,5 


Arthropoden: 
Taschenkrebs (Cancer pagurus) . 0,32 
Garneelen . gee ee A 0,45 
Seidenraupenpuppen 0,57 
Wasserfléhe (Daphnia) 0,75 
Kieferspinnerraupen 2,21 
Wollhandkrabbe . 4,28 
Kngerlinge . 8,9 
Mehlwiirmer . 15,4 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift tf. physiol. Chemie. CCLVI 3 
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Fortsetzung der Tabelle 




















Material ~ Gehalt des Sterins 
an | Provitamin in °. 
‘Rakinsaaesie: 
Seesterne . . pgeneee Gy. 8. aK. 4s 0,36; 0,09 
Seeigel (Echinus esculentus) . or a ee 6,65 
Coelenterata: 
Aleyonium digitatum (Octokoralle). ..... 3,4 
Urticina crassicornis (Aktinie) . . . ale 4,5 
Metridium dianthus (Hexakoralle, Seenelke) . ; 8,6 


Hieraus ist ersichtlich, daB der Provitamingehalt in den 
Sterinen der Avertebraten im Durchschnitt wesentlich héher liect 
als bei den bis jetzt untersuchten Siugetieren 4). 


Die Sterine der Tiere, die sich durch einen hohen Provit- 
amingehalt und verhaltnismifig leichte Zugiinglichkeit auszeichnen, 
wurden nun einer genaueren Untersuchung unterzogen, um fest- 
zustellen, ob Ergosterin, 7-Dehydro-cholesterin oder ein anderes 
Sterin als Provitamin in ihnen vorliege. Zur Anreicherung und 
Abtrennung des Provitamins wurde mit Erfolg die ,chromato- 
graphische“ Adsorption an Aluminiumoxyd angewandt. So konnte 
nachgewiesen werden, daB das Provitamin des Rohsterins der 
Regenwiirmer mit dem Ergosterin identisch ist, wobei es allerdings 
nicht véllig sicher ist, ob sich nicht Spuren eines anderen Provit- 
amins als Beimengung vorfinden. 

Wegen des geringen Provitamingehaltes wurden die iibrigen 
Wiirmer nicht naher untersucht. 

Von den Mollusken wurden die Rohsterine der Weinbere- 
schnecke, der roten Wegschnecke und der Wellhornschnecke einer 
weiteren Untersuchung auf das in ihnen vorliegende Provitamin 
unterzogen. 

Fiir die Weinbergschnecke konnte es sehr wahrscheinlich 
gemacht werden, daB das in ihr vorkommende Provitamin Ergo- 
sterin ist. Da nur eine geringe Menge Ausgangsmaterial zur 
Verfiigung stand, konnte leider keine vollkommen eindeutige 
Charakterisierung erfolgen. 

Bei der roten Wegschnecke wurde einwandfrei nachgewiesen. 
da8 ihr Provitamin mit dem Ergosterin identisch ist. Durch 
Fiitterungsversuche lieB sich zeigen, da& der hohe Provitamin- 
gehalt (25°/,) des Sterins der roten Wegschnecke nicht oder nur 
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zu einem geringen Teil durch noch im Magen-Darmkanal vor- 
handene Nahrungsreste bedingt ist. Die Tiere wurden zu diesem 
Zweck lingere Zeit ausschlieBlich mit WeiBkohl erniéhrt, der in 
lufttrockenem Zustand 0,01°/, Sterin mit einem Provitamingehalt 
yon 0,05°/, enthilt. Die Ernahrung erfolgt also praktisch provit- 
aminfrei. Nach 3wochentlicher Fiitterung mit Weifkohl enthielt 
das Rohsterin der roten Wegschnecke immer noch 16,5°/, Provit- 
amin. Demnach besitzt diese Schnecke ein auferordentliches 
Speicherungsvermégen fiir Provitamin. Erst nach einem halben 
Jahr fortgesetzter Fiitterung mit WeiBkohl war der Provitamin- 
gehalt auf 7,5°/, abgesunken. Diese Beobachtung diirfte beweisen, 
daB das Provitamin mit der Nahrung aufgenommen wird. Unbedingt 
lebenswichtig scheint es fiir die rote Wegschnecke nicht zu sein, 
da die Tiere bei dieser Diit ausgezeichnet gediehen. 

Nach diesen Befunden war die Annahme naheliegend, dab 
das Provitamin der Mollusken Ergosterin sei. Es war deshalb 
recht iiberraschend, als das Provitamin der Wellhornschnecke 
villig eindeutig als 7-Dehydro-cholesterin erkannt wurde. Ver- 
mutlich steht diese Abweichung im Zusammenhang mit der anders- 
artigen Lebens- und Ernihrungsweise dieser im Meer lebenden 
Schnecke. Der Hauptanteil (26,3°/,) des Provitamins ist bei der 
Wellhornschnecke im Magen-Darmkanal mit seinen Anhangsdriisen 
lokalisiert, wihrend sich im Haut-Muskelschlauch nur ein Provyit- 
amingehalt von 7,5°/, vorfindet. Diese Beobachtung steht im 
Gegensatz zu den Befunden an Séugetieren*), bei denen der iiber- 
wiegende Teil des Provitamins in der Haut festgestellt worden 
ist, wo er am leichtesten photochemisch aktiviert werden kann. 

Bei diesen niher untersuchten Tieren konnte aus den praktisch 
provitaminfreien Fraktionen stets Cholesterin isoliert werden. Seine 
Abtrennung geschah als Dibromid, seine Charakterisierung durch 
die Uberfithrung in das Isobutyrat und durch die Oxydation zur 
Dielssiure. AuBerdem konnten Sterine, die den Phytosterinen 
sehr iihnlich waren, als Begleitstoffe nachgewiesen werden. 

Die Untersuchungen iiber die Sterine der Miesmuschel sollen 
einer spiteren Veréffentlichung vorbehalten bleiben. Einstweilen 
sei nur mitgeteilt, daB aus diesem Steringemisch kein Cholesterin 
isoliert werden konnte. Ein dem Stigmasterin in vielen Kigen- 
schaften ihnliches Sterin erwies sich mit diesem nicht identisch. 


Herrn Professor Dr. Windaus haben wir sehr fiir die Leitung 
und Férderung unserer Arbeit zu danken. 


3* 
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Beschreibung der Versuche 


Die Gewinnung der Rohsterine aus den untersuchten Tieren geschah 
folgendermaBen: Zunichst wurde das Material mit 20°/,iger wiéBriger 
Kalilauge mehrere Stunden auf 60—70° erwirmt, um dadurch vor allem die 
Fette und andere vorhandene Ester zu verseifen. Hierauf wurde mit 
peroxydfreiem Ather ausgeschiittelt, die ‘itherische Lésung eingedampft 
und der rotbraune Riickstand 2 Stunden mit 5°/,iger methanolischer Kali- 
lauge gekocht. Nach dem Versetzen mit Wasser schiittelte man mehrmals 
mit einer Mischung (1:1) von peroxydfreiem Ather und niedrigsiedendem 
Petrolither aus. Die Ausziige wurden mit Wasser gewaschen, iiber Natrium- 
sulfat getrocknet und dann eingedampft. Der krystalline Riickstand wurde 
in méglichst wenig 90°/,igem reinem Alkohol gelést und in der Hitze mit 
einer 1°/,igen alkoholischen Digitoninlésung versetzt, wobei die Sterine als 
Digitonide ausfielen. Nach mehrstiindigem Stehen wurde der Niederschlag 
abfiltriert und kurz mit 90°/,igem Alkohol und danach mit Ather gewaschen. 
Die Spaltung des gut getrockneten Sterin- digitonids geschah nach der Vor- 
schrift von Schénheimer‘) Es wurde in wasserfreiem Pyridin gelist 
und mit der 10fachen Menge peroxydfreien Athers zerlegt. Das aus- 
gefallene Digitonin wurde abfiltriert und das Filtrat eingedampft. Den aus 
Sterinen bestehenden Riickstand krystallisierte man einmal aus Alkohol um. 


Aufarbeitung des Rohsterins aus dem Regenwurm. 11,6 ¢ Rob- 
sterin, das 23°/, Provitamin enthielt, wurden an Aluminiumoxyd adsorbiert 
und fraktioniert eluiert. Die Siule hatte eine Linge von 89 cm und einen 
Durchmesser von 8 cm; die Elution erfolgte mit einem Gemisch von Benzin, 
Benzol und Methanol im Verhiltnis 250 : 250: 1,2. 














Filtrat Steringehalt Provitamingehalt 
in ccm im Filtrat in g im Rohsterin in °/, 
1500 

500 4,02 

250 2.80 

250 2,00 

250 1,19 55 

250 0,48 89,9 








Durch wiederholte Adsorption an Aluminiumoxyd wurden schlieBlich 
900 mg eines Sterins mit 90°/, Provitamin erhalten. Diese Fraktion wurde 
mit Essigsiureanhydrid acetyliert. Der Schmelzpunkt des Provitaminacetats 
lag nach mehrmaligem Umkrystallisieren konstant bei 173°; es gab keine 
Schmelzpunktsdepression mit Ergosteryl-acetat. 


4,389 mg Subst.: 13,230 mg CO,, 4,140 mg H,0. 


Ergosteryl-acetat C,,H,,O0, Ber. C 82,12 H 10,58. 
7-Dehydro-cholesteryl-acetat C,,H,,O, Ber. C 81,62 H 10,88 
Gef. ,, 82,20 ,, 10,56. 


Das 3,5-Dinitrobenzoat des Provitamins schmolz nach 2 maligem 
Umkrystallisieren bei 203°; es krystallisierte aus Chloroform—Aceton in 
gelbgefirbten, feinen Nadeln. 
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4,578 mg Subst.: 11,928 mg CO,, 3,228 mg H,O. 
Ergosteryl-dinitrobenzoat C,,H,,O,N, Ber. C 71,14 H 7,85. 
7-Dehydro-cholesteryl-dinitrobenzoat C,,H,,O,N, Ber. C 70,54 H 8,02 
Get , T1108 ,, 7,89. 


Eine kleine Menge des Provitaminacetats wurde mit Natrium und 
Alkohol hydriert. Das Acetat schmolz genau wie das «-Dihydro-ergosteryl- 
acetat bei 181° und zeigte bei der Mischschmelzpunktsprobe keinerlei 


Depression. 
5,400 mg Subst.: 16,245 mg CO,, 5,370 mg H,O. 


a-Dihydro-ergosteryl-acetat C,,H,,O, Ber. C 81,75 H 10,99 
Gef. ,, 82,04 ,, 11,13. 


_ Die Hydrierung des bei 181° schmelzenden Acetats mit Palladium- 

katalysator ergab ein bei 109—110° schmelzendes Produkt, welches keine 
Depression beim Mischschmelzpunkt mit o«-Ergostenol-acetat ergab. Der 
durch Verseifung dieses Stoffes dargestellte freie Alkohol schmolz genau 
30 wie a-Ergostenol bei 129—130°. Beim Mischschmelzpunkt wurde keine 
Erniedrigung beobachtet. 


Abtrennung des Cholesterins und der phytosterinahnlichen 
Stoffe. Die provitaminarmen Fraktionen wurden in der iiblichen Weise 
mit einer 5°/,igen Brom—Eisessig-Mischung bromiert. Das sich alsbald ab- 
scheidende Dibromid des Cholesterins wurde nach 2stiindigem Stehen ab- 
filtriert. Im Filtrat verblieben die léslichen Bromide anderer Sterine. 

Nach der Entbromung des Cholesterin-dibromids mit Natriumjodid 
in Alkohol nach Schénheimer wurde ein bei 147° schmelzendes Chole- 
sterin erhalten, welches durch Oxydation zur Dielssiure (Schmelzp. 279 
bis 281°) und durch Uberfiihrung in den Iso-buttersiure-ester charakteri- 
siert wurde. 


32,6 mg Subst., 2 cem Chloroform, 1 = 1 dm. 
Op = — 0,62° [a], =— 38,05°. 
4,127 mg Subst.: 12,305 mg CO,, 4,255 mg H,0O. 
Cholesteryl-isobutyrat C,,H;,0, Ber. C 81,50 H 11,48 
Gef. ,, 81,31 5 11,54. 


Die léslichen Sterinbromide wurden zuerst mit Natriumjodid in Alkohol 
und danach mit Zinkstaub in Eisessig entbromt. Das hierbei entstandene 
Steringemisch wurde acetyliert und darauf mit 5°/,iger Brom-—Eisessig- 
Mischung bromiert. Es fiel ein krystalliner Niederschlag von der Zusammen- 
setzung eines Sterin-acetat-tetrabromids aus. 


3,4575 mg Subst.: 3,260 AgBr. 


Stigmasteryl-acetat-tetrabromid C,,H,.0,Br, Ber. Br 41,30. 
Sitosteryl-acetat-dibromid C,,H,,0,Br, Ber. Br 25,94 
Gef. ,, 40,13. 


Durch Entbromung des in Lésung gebliebenen Acetat-bromids mit 
Natriumjodid in Alkohol und mit Zinkstaub in Eisessig wurde ein bei 
129—130° schmelzendes Sterin-acetat erhalten, dessen Verseifungsprodukt 
bei 188—189° schmolz. 

Der Schmelzpunkt des 3,5-Dinitrobenzoats lag bei 199°. 


Cer Ss Co FH 
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5,016 mg Subst.: 13,000 mg CO,, 3,690 mg H,0. 


Sitosteryl-dinitrobenzoat C,,H;,0,N, Ber. C 71,00 H 8,61. 
Cholesteryl-dinitrobenzoat C,,H,,0,N, Ber. C 170,296 H 8,336 
Gef. ,, 70,68 ,, 8,28. 


Aufarbeitung des Rohsterins der roten Wegschnecke. Ebenso 
wie bei dem Regenwurm beschrieben wurde, konnte aus 7,6 g Rohsterin 
der roten Wegschnecke mit einem Provitamingehalt von 25°/, durch Adsorp- 
tion an Aluminiumoxyd und fraktioniertes Eluieren das Provitamin abgetrennt 
werden. Es wurde zur weiteren Reinigung mit Essigsiiureanhydrid acetyliert. 
Das Acetylderivat zeigte nach 4maligem Umkrystallisieren aus Alkohol 
einen scharfen Schmelzpunkt bei 173°, der sich bei der Beimengung yon 
Ergosterylacetat nicht erniedrigte. 

38,9 mg Subst., 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 

ap =— 1,90°; [e]p = — 97,7°% 

4,860 mg Subst.: 14,595 mg CO,, 4,560 mg H,0. 

Ergosteryl-acetat C,,H,,O, Ber. C 82,12 H 10,58. 
7-Dehydro-cholesteryl-acetat C,,H,,0, Ber. C 81,62 H 10,88 
Gef. ,, 81,89  ,, 10,50. 

Das Dinitrobenzoat schmolz bei 203°. 

4,259 mg Subst.: 11,101 mg CO,, 2,984 mg H,0. 

Ergosteryl-dinitrobenzoat C,,H,,O,N, Ber. C 71,14 H 7,85. 
7-Dehydro-cholesteryl-dinitrobenzoat C,,H,,O,N, Ber. C 70,54 H 8,02 
Gef. ,, 71,08 ,,: 7,84. 

Bei der Hydrierung von 200 mg Provitaminacetat mit Natrium und 
Alkohol entstand ein Produkt, das nach seiner Acetylierung konstant bei 
181° schmolz, wie a-Dihydro-ergosteryl-acetat, mit welchem es auch keine 
Schmelzpunktsdepression gab. 

4,513 mg Subst.: 13,340 mg CO,, 4,400 mg H,0O. 

«-Dihydro-ergosteryl-acetat C,,H,,0, Ber. C 81,75 H 10,99 
Gef. ,, 80,61 ,, 10,91. 
250 mg Provitamin, das tiber das Acetat gereinigt worden war, wurden 


mit Palladium und Wasserstoff behandelt. Das Hydrierungsprodukt schmolz 
konstant bei 129—1380° und war von e«-Ergostenol nicht zu unterscheiden. 


4,977 mg Subst.: 15,295 mg CO,, 5,300 mg H,O. 
a-Ergostenol C,,H,,0, Ber. C 83,92 H 12,08 
Gef. ,, 83,804 ,, 11,916. 


Das Acetat des Hydrierungsproduktes hatte einen konstanten Schmelz. 
punkt von 109—110° und erwies sich mit «-Ergostenol-acetat als identiscl. 


Abtrennung des Cholesterins und der phytosterinahnlichen Stoffe. 
Die weniger als 1°/, Provitamin enthaltenden Sterinfraktionen wurden in 
der tiblichen Weise bromiert. Es konnten dabei aus 10,74 g Sterin 8,65 ¢ 
des schwer léslichen Cholesterin-dibromids abgetrennt werden. Daraus 
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wurden nach der Entbromung mit Natriumjodid 4,74 g bei 147° schmelzen- 
des Cholesterin erhalten, das zur weiteren Charakterisierung in die Diels- 
siure tibergefiihrt wurde (Schmelzp. 279° unter Zers.), und von dem ein 
anderer kleiner Teil mit Isobuttersiiure-anhydrid verestert wurde. Der 
Schmelzpunkt des Isobutyrats lag bei 127—128°; es gab mit Cholesteryl- 
isobutyrat keine Schmelzpunktsdepression. 


19,2 mg Subst., 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
ep = — 0,37°; [alp = — 28,6°. 
4,832 mg Subst: 14,405 mg CO,, 4,900 mg H,0. 
Cholesteryl-isobutyrat C,,H;,0, Ber. C 81,50 H 11,48 
Gef.. ,, 81,29 _,, 11,85. 


Die in Lésung gebliebenen Sterinbromide wurden mit Natriumjodid 
in Alkohol und mit Zinkstaub in Eisessig entbromt. Die daraus erhaltenen 
Sterine wurden mit Essigsiiureanhydrid in ihre Acetate iibergefiihrt und 
diese wiederum bromiert. Dabei fiel im Eisschrank ein Niederschlag aus, 
der sich als Sterin-acetat-tetrabromid erwies. 


3,052 mg Subst.: 2,861 mg AgBr. 
Stigmasteryl-acetat-tetrabromid C,,H,,.O,Br, Ber. Br 41,30. 


Sitosteryl-acetat-dibromid C,,H,.0,Br, Ber. Br 25,94 
Gef. ,, 39,89. 


Nach der Entbromung dieses Tetrabromids wurde ein Sterin-acetat 
mit dem Schmelzp. 140° erhalten. Sein Verseifungsprodukt schmolz bei 138°. 
Dieser Stoff wurde mit 3,5-Dinitrobenzoylchlorid verestert. 


2,855 mg Subst.: 7,40 mg CO,, 1,98 mg H,0. 
Stigmasteryl-dinitrobenzoat C,,H,,OgN, Ber. C 71,24 H 8,31 
Gef. ,, 70,69  ,, 7,76. 


Das leicht lésliche Sterin-acetat-bromid, das in der Lésung geblieben 
war, wurde entbromt. Das so erhaltene Sterin-acetat schmolz bei 128—129°, 
der nach der Verseifung frei gewordene Alkohol bei 138—139°. Sein Dinitro- 
benzoat gab folgende Analyse: 


1,471 mg Subst.: 3,810 mg CO,, 1,150 mg H,0. 


Sitosteryl-dinitrobenzoat C,,H,,O,N, Ber. C 71,00 H 8,61 
Gef. ,, 70,63 ,, 8,75. 


Aufarbeitung des Rohsterins aus der Weinbergschnecke. 1,38 ¢ 
Rohsterin, fiir das wir der I. G.-Farbenindustrie, Werk Elberfeld, sehr zu 
danken haben, wurden an Aluminiumoxyd adsorbiert und fraktioniert eluiert. 
Die Fraktion mit dem héchsten Gehalt an Provitamin (80°/,) wurde zur 
weiteren Reinigung acetyliert. Das so erhaltene Acetat schmolz zunichst 
bei 134°, nach mehrmaligem Umkrystallisieren bei 160°. Der Mischschmelz- 
punkt mit Ergosteryl-acetat lag bei 163°, mit 7-Dehydro-cholestery]l-acetat 
bei 184—135°. 

Abtrennung des Cholesterins und der phytosterinahnlichen Stoffe. 
Aus den Fraktionen geringen Provitamingehaltes konnte das Cholesterin 
in der iiblichen Weise als Dibromid abgetrennt werden. Nach der Ent- 
bromung mit Natriumjodid in Alkohol erfolgte die Identifizierung durch 
Uberfiihrung in das Isobutyrat. 
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Darch Entbromung mit Zinkstaub konnte aus den Mutterlaugen der 
Bromierung, in denen die leicht léslichen Sterinbromide enthalten waren, 
ein Produkt in geringer Menge erhalten werden, das bei 144° schmolz, 
Durch Verestern mit Essigsiureanhydrid wurde das Acetat dargestellt. 
Dieses schmolz bei 128° und gab mit Sitosterin-acetat vom Schmelzp. 125° 
keine Depression. 


4,244 mg Subst.: 12,570 mg CO,, 4,187 mg H,O. 


Sitosterin-acetat C,,H,.0, Ber. C 81,50 H 11,48 
Gef. ,, 80,78  ,, 11,04. 


Ein anderer Teil des bei 144° schmelzenden Stoffes wurde mit Dinitro- 
benzoylchlorid verestert. Der Ester schmolz nach 2 maligem Umkrystalli- 
sieren bei 191°. 


2,803 mg Subst.: 7,26mg CO,, 2,08mg H,O. — 4,038 mg Subst.: 
0,175 cem N, (20°, 742 mm). 


Sitosterin-dinitrobenzoat C,,H;,O,N, Ber. C 71,00 H 8,26 N 4,60 
Gef. ,, 70,64 ,, 8,30 ,, 4,93. 


Aufarbeitung des Rohsterins aus der Wellhornschnecke. In der 
eingangs beschriebenen Weise konnten 550 mg eines Rohsterins mit einem 
Provitamingehalt von 27,5°/, dargestellt werden. Die Anreicherung des 
Provitamins geschah durch Adsorption an Aluminiumoxyd und fraktioniertes 
Eluieren. Die héchstprozentigen Fraktionen wurden mit Essigsiureanhydrid 
verestert. Das so erhaltene Acetat schmolz bei 130° und gab mit 7-Dehydro- 
cholesteryl-acetat keine Depression. Mit Ergosteryl-acetat gemischt begann 
es schon bei 123° deutlich zu sintern und war bei 132° klar geschmolzen. 


2,868 mg Subst.: 8,61 mg CO,, 2,71 mg H,O. 


7-Dehydro-cholesteryl-acetat C,,H,,0, Ber. C 81,62  H 10,88 
Gef. ,, 81,87  ,, 10,57. 


Ein anderer Teil wurde mit Dinitrobenzoylchlorid verestert. Das 
Dinitrobenzoat schmolz nach 3 maligem Umkrystallisieren bei 209°. 


1 2,788 mg Subst.: 7,23 mg CO,, 1,93 mg H,O. — 8,736 mg Subst.: 
0,165 cem Ny, (22,5°, 749 mm). 


7-Dehydro-cholesteryl-dinitrobenzoat 
C,,H,.0O,N, Ber. C 70,54 H802 N 4,84 
Gef. , 70,738 ,, 1,74 ,, 5,08. 


Abtrennung des Cholesterins und der phytosterinahnlichen Stoffe. 
Aus den Fraktionen geringen Provitamingehaltes wurden durch weitere 
Adsorption an Aluminiumoxyd nahezu provitaminfreie Steringemische er- 
halten. Aus diesen wurde durch Bromieren das Cholesterin als Dibromid 
abgetrennt. Dann wurde mit Natriumjodid in Alkohol entbromt und mit 
Isobuttersiureanhydrid verestert. Das Isobutyrat schmolz bei 128° und gab 
mit Cholesterin-isobutyrat keine Depression. 


2,820 mg Subst.: 8,45 mg CO,, 2,90 mg H,O. 


Cholesteryl-isobutyrat C,,H;,0, Ber. C 81,50 H 11,48 
Gef. ,, 81,72  ,, 11,51. 
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Die in der Mutterlauge verbliebenen Sterinbromide wurden mit Zink- 
staub in Eisessig entbromt. Man erhielt eine geringe Menge Krystalle, die 
mit Dinitrobenzoylchlorid verestert wurden. Das Dinitrobenzoat schmolz 
bei 180—181°. 

2,512 mg Subst.: 6,52 mg CO,, 1,88 mg H,0. 


Sitosterin-dinitrobenzoat C,,H,.O,N, Ber. C 71,00 H 8,62 
Gef. ,, 70,79  ,, 8,37. 


Die Ausbeuten der Stoffe vom Charakter der Phytosterine aus den 
Rohsterinen des Regenwurms, der Weinbergschnecke, der roten Wegschnecke, 
und der Wellhornschnecke waren nur gering. 

Es war uns deshalb nicht méglich, diese Stoffe niher zu untersuchen. 
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Wirkung des thyreotropen Hormons 
und der Sexualhormone auf den A- und C-Vitaminbestand 
des Meerschweinchenorganismus 
Von 
Zoltan Miinké 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Budapest) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Oktober 1938) 


Uber die chemische Grundlage der biologischen Wirkungen 
der Vitamine A und C ist noch wenig bekannt; wahrscheinlich 
spielen beide Vitamine in den Oxydo-Reduktionssystemen der 
tierischen wie auch der pflanzlichen Zelle eine wichtige Rolle. 
Auf die Verkniipfungen der beiden Vitamine in verschiedenen 
biologischen Wirkungen wurde besonders von H.v. Euler und 
Schiilern') hingewiesen. Der Einflu8 des Thyroxins auf den 
A- und C-Vitaminbestand des Organismus ‘ist wohlbekannt; so 
konnte Mosonyi?”) durch Thyroxinverabfolgung eine betrichtliche 
Abnahme des C-Vitamingehaltes der Nebennieren und der Leber 
und Fellenberg und Grueter’) des A-Vitamingehaltes der Leber 
nachweisen. Auch die Sexualhormone [Mosonyi‘)] und das 
thyreotrope Hormon [Paal und Brecht )] rufen eine Verminde- 
rung des Vitamin C-Bestandes der Gewebe hervor. Diese unter- 
suchten Wirkstoffe fihren eine Steigerung der Verbrennungs- 
prozesse des Organismus herbei und diirften dadurch einen 
stiirkeren Verbrauch der als biologische Katalysatoren wirkenden 
beiden Vitamine verursachen. Da iiber die Wirkung des thyreo- 
tropen Hormons und der Sexualhormone auf den A-Vitamin- 
bestand des Organismus noch keine Angaben vorliegen, jedoch 
ein dem Vitamin C dhnliches Verhalten vorauszusetzen war. 


1) Ark. Kemi, Min. 11, 5 (1933). 

2) Diese Z. 237, 173 (1935); Klin. Wschr. 1936, 24. 

*) Biochem. Z. 283, 42 (1932); vgl. auch Euler u. Klussmann, 
Diese Z. 213, 21 (1932). 

*) Diese Z. 242, 158 (1936); 250, 132 (1937). 

°) Klin. Wschr. 1937, 261. 
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trachtete ich nun, bei Wiederholung der einschligigen Versuche 
iiber das Vitamin C gleichzeitig auch die nétigen Aufschliisse 
iiber das Verhalten des A-Vitamins unter dem Hinflu8 der vor- 
erwahnten Hormone zu erlangen. 


Methodik 


Zu den Versuchen dienten junge, ausgewachsene Meerschweinchen 
von 200—500 g, die mit Hafer und Kohlblittern gefiittert wurden. Der 
C-Vitamingehalt wurde in der Leber und in den Nebennieren nach Till- 
mans-Harris, der A-Vitamingehalt in der Leber nach Carr-Price 
bestimmt. 

Als Hormonpriiparate dienten: 1. Progynon-B-oleosum (Schering), 
2. Unden, 6lige Loésung (I.G. Farbenindustrie), 3. Erugon (I. G. Farben- 
industrie), 4. Thyreotropes Hormon (Schering). 

Die Hormonverabreichung erfolgte immer 3 Tage hindurch; am 4. Tage 
wurden dann die Tiere durch Entbluten getétet und die betreffenden Organe 





































































verarbeitet. Die Kontrolltiere erhielten die entsprechende Menge des 
Lésungsmittels. 
Versuchsergebnisse 
Tabelle I 
Versuche mit dem Follikelhormon 
$ ae A-Vitamin | 
a 3 2 Ascorbinsiiure pro 
2 a S| po 
5 [ae ae | | | Bemerkungen 
P05 ee yo mg | im |Leber|; im |Leber im 6 
ce 2.2 in mg | Mittel in mg) Mittel] E. — Mittel 
Gruppe I 
418 | 178 1,05 1,05 | 0,12 0,12 | 16,8 16,8 Kontrolltier 
388 | 180 0,90 0,06 ~ | 22,4 3 Tage hindurch tiiglich 
348 | 186 0,90 — 0,08 — 10,4 © _ 5000 E. Progynon-B-ol. 
Differenz der Mittel- -14 _49 5 
werte in °/, 
Gruppe II 
290 | 174 | 0,82 | 0,82 | 0,26 | 0,26] 11,3 | 11,3 | Kontrolltier 
365 | 176 0,50 | 0.52 | 0,20 0.16 | 193 g4 | 3 Tage hindurch tiglich 
265 | 496 0,55 | —*~ | 0,18 ’ 6,5 , 8000 E. Progynon-B-ol. 
Differenz der Mittel- | | OF 
werte in °/, ino foes = 
Gruppe III 
188] 72 | 1,05 | 1,05 | 0,33 .| 0,33 | 9,75| 9,75] Kontrolltier 
e B + es ° 
9 in unmeb- | 3 Tage hindurch tiglich 
bene - ound | _—_ | — | — baren Spuren 10000 E. Unden 
Differenz der Mittel- | | 
werte in °/, io om 
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Tabelle I (Fortsetzung) 
























































“a | 7. ° 
C 3 Ascorbinsiiure pro g A-Vitamin 
; ne pei Bp q el pro ¢g 
3 aa " ; | | Bemerk 
bo 5 - 9 4 Neben | im ‘Leber im |Leber| im ee 
o ae =) niere esiaits “ : “ ' 
= ae in mg | Mittel hen mg Mittel | E. | Mittel 
Gruppe IV 
407 | 210 | 1,12 | “1,12 | 0,28 | 0,23] 14,0 | 14,0 | Kontrolltier | 
373 | 200 | 0,80 0,16 13,0 3 Tage hindurch tiglich | 
415 | 216 | 0,74 | 7 | oee | OF] aa | 10 10000E. Unden | 
Differenz der Mittel- | | : 
werte in °/, = — — 
Gruppe V 
255 | 143 | 0,64 | 0,64 | 0,18 | 0,18 | 24,3 | 24,3 | Kontrolltier 
| 
152 | 102 0,58 | 0,08 | — | 4, 3 Tage hindurch tiglich 
265 | 134 | 0,46 | 7 | o09 | % [ise | 136 1500 E. Unden 
Differenz der Mittel- | i 
werte in °/, i -50 ~t4 











Den weiblichen Meerschweinchen wurden 3 Tage hindurch 
1500—10000 Kinheiten des Follikelhormons verabreicht. Sowohl 
im C- als auch im A-Vitamingehalt der untersuchten Organe 
konnte dadurch eine betrachtliche Abnahme hervorgerufen werden. 
Die Verminderung des C-Vitamingehaltes betrug in den Neben- 
nieren 14—57°/,, in der Leber 16—50°/,, die des A-Vitamin- 
gehaltes in der Leber 5—50°/,. In einem Falle fanden sich nur 
mehr Spuren des A-Vitamingehaltes in der Leber. Ein enger 
Zusammenhang zwischen der verabreichten Hormonmenge und 
dem Verminderungsgrade des C- und A-Vitaminbestandes des 
Organismus konnte nicht nachgewiesen werden. Auf diesen Um- 
stand wurde iibrigens schon von Mosonyi®) hingewiesen und 
dessen wahrscheinliche Ursache erértert. 

Die mit dem miannlichen Sexualhormon behandelten mann- 
lichen Meerschweinchen erhielten tiglich 2 Hahnenkammeinheiten 
(1 ccm) intramuskulir. Den Kontrolltieren gegeniiber trat im 
C-Vitamingehalt der Nebennieren eine Senkung von 18—35°/,, 
in der Leber von 8—24°/, ein. In einem Falle blieb der 
C-Vitamingehalt der Leber unverindert. Im A-Vitamingehalt 
der Leber konnte eine Erniedrigung von 16—73,4°/, nach- 
gewiesen werden. 





6) Diese Z. 280, 1386 (1937). 
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Tabelle II 


Versuche mit dem minnlichen Sexualhormon 
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+ [= f=] a . . 
ec Is & - Ascorbinsiure pro g - ey 
- z = 5 Neben- : | ; 7 Bemerkungen 
pO. 1S 2 El niere im j|Leber; im |Leber| im 
vo ° ° ° mI) j . 
| oan in mg | Mittel jin mg Mittel | E. | Mittel ; 
| Gruppe I 
| 308] 150 | 1,12 | 1,12 | 0,25 | 0,25] 8,7 | 8,7 | Kontrolltier 
~ | oss] 106 | 0,81 0,18 | 6,5 | 3 Tage hindurch tig- 
“ | 
236 | 10 | 66 | 9" | oar | O67 | O° | lich 2 E. Erugon 
Differenz der Mittel- | _,. | a 4 | 94 
werte in °/, | 
Gruppe II 
h 318 | 1380 1,34 1,34 | 0,30 0,30 | 8,0 | 8,0 | Kontrolltier 
| | 3 Tage hindurch tig- 
- | 280} 280 | 1,06 | 1,06 | 0,80 | 0,80] 67 | 6,7 | “icf SE Rrugon 
Differenz der Mittel- | 
werte in °/, _. | nt ae 
Gruppe III 
| 540] 897 | 0,95 | 0,95 | 0,25 | 0,25 | 90,0 | 90,0 | Kontrolltier 
| 480] 381 | 0,89 | 0,23 | 14,0 | 3 Tage hindurch tiig- 
| 562] 559 | 058 | 98 | oog | %3} 350 | 249 | lich 2 E. Erugon 
nai ’ oe | 
| Ditterenz der Mittel | 95 -8 | 73,4 
werte in °/, | | 














Vom thyreotropen Hormon wurden den einzelnen Tieren 
3 Tage hindurch 100—300 Mauseeinheiten verabfolgt. Sowohl 
im C- als auch im A-Vitamingehalt konnte eine hochgradige Ver- 
minderung erzielt werden. Die Abnahme des ‘C-Vitamingehaltes 
betrigt bei den mit 300 Einheiten behandelten Tieren in den 
Nebennieren 38-57 °/,, in der Leber 15—40 °/,, die des A-Vitamin- 
gehaltes in der Leber 19—77°/,. Bei den mit 100 Einheiten 
behandelten Tieren trat eine wesentlich geringere Senkung ein. 

Aus den angefiihrten Versuchsergebnissen kann daher ge- 
folgert werden, daB die Vitamine A und C auf EKinwirkung der 
Sexualhormone und des thyreotropen Hormons ein gleich- 
miBiges Verhalten zeigen, und zwar daB sie eine betrichtliche 
Abnahme in den Organen erleiden. Diese Versuche scheinen daher 
die eingangs erwihnten Angaben v. Kulers und seiner Schiiler 
zu bestatigen, daB zwischen diesen beiden Vitaminen in ver- 
schiedenen biologischen Wirkungen enge Verkniipfungen bestehen. 





Ta TI tn: tnee Sen. eee 







































































46 Zoltan Mlinko, Wirkung des thyreotropen Hormons usw. 
Tabelle III 
Versuche mit dem thyreotropen Hormon 
pa hy ne . Ae es 
Ss [cs at Ascorbinsiure pro g A a” 
EB Wls3g : 
® ; | | Bemerkungen 
80 e8a ns _ im — im |Leber| im 5 
= [2 | in mg| Mittel ‘in mg} Mittel] E. | Mittel 
Gruppe I 
505 | 276 | 1,38 | 1,88 | 0,29 | 0,29 | 26,0 | 26,0 | Kontrolltier 
337 | 205 0,78 | 95, | 0,24 | 0.20 | 158 446 | 3 Tage hindurch taglich 
460 | 446 | 0,24 "| .0,17 | "| 18,6 * | 800 E. thyreotropes Hormon 
Differenz der Mittel- -.-_ | 
werte in ° ig m8 — — 
Gruppe II 
424] 510 | 1,17 | 1,17 | 0,27 | 0,27] 39,0 | 39,0 | Kontrolltier 
495 | 307 0,58 0.72 | 0,17 | 0.16 | 117 a7 | 3 Tage hindurch tiiglich 
865 | 214 0,87 mt 3 5,7’: | 800E. thyreotropes Hormon 
Differenz der Mittel- -88 ao a 
werte in °/, | im 
Gruppe III 
355 | 270 0,85 ' 0,11 32,6 : 
417 | 183 1.20 1,03 0,29 0,20 55 | 19 Kontrolltier 
518 | 215 0,47 0.49 | 016 | 0.17 | 12:9 | 46 3 Tage hindurch tiglich 
445 | 474 052 | 7? | 0,18 . 24,0 i 300 K. thyreotropes Hormon 
Ditferenz der Mittel- _,., _ 19 
werte in °/, ” 
Gruppe IV 
320 | 130 1,23 ; 0,32 | ng 9,4 | , 
300 | 113 1°39 1,28 | 015 | 0,24 7.0 | 8,2 | Kontrolltier 
292 | 162 O98 | gng| O85 | a o9 | 123 | g4 | 3 Tage hindureh tiglich 
305 | 139 0,86 | —* | 019 | ~? 4,5 | ~’ | 100E. thyreotropes Hormon 
Differenz der Mittel- . | | | Ae 
werte in °/, - | ia ‘tee 








Die auf Anregung des Institutsleiters I. Mosonyi ausgefiihrte Arbeit 
wurde durch die Unterstiitzung der ,, Széchenyi- Wissenschaftlichen Gesell- 
schaft zur Férderung der ungarischen naturwissenschaftlichen Forschung“ 


ermoglicht. 
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Uber das antirachitische Provitamin 
aus dem Weizenkeimlingsél 


Von 





A. Windaus und F. Boek 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium in Géttingen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Oktober 1938) 


In Fortsetzung unserer Arbeiten iiber die in héheren Pflanzen 
yorkommenden Provitamine D') haben wir aus dem Rohsterin aus 
Weizenkeimlingsél*) das Provitamin mit Hilfe der ,,chromato- 
graphischen Adsorption“ an Aluminiumoxyd abgetrennt. Es konnte 
als Ergosterin identifiziert werden. 

Je 45¢ des Rohsterins, das 1,2°/, Provitamin enthielt, wurden in 
einer Siule von 60cm Linge und 5,5cm Durchmesser an Aluminium- 
oxyd adsorbiert und mit einem Gemisch von Benzin, Benzol und 
Methanol im Verhiiltnis 250:250:1,2 aus der Siule gewaschen. 








Filtrat 
in Litern 


me eR CO He OD 


Ergosteryl-acetat . 





7-Dehydro-sitosteryl-acetat 
7-Dehydro-stigmasteryl-acetat C©,,H,,0, 


Sterin im Filtrat 
in g 


16,72 

17,91 
8,97 
3,69 
0,397 





CypH 69, 
C, 1 H,,0, 


) Diese Z. 250, 258 (1987). 
*) Fiir die Uberlassung des Sterins aus Weizenkeimlingsél sprechen 
wir der Chemischen Fabrik E. Merck unseren besten Dank aus. 





Provitamin 
im Rohsterin in °/, 


0,15 
1, 
6 


uy) 


O-le 
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Durch weitere Adsorptionen und fraktioniertes Eluieren aus der 
Siule war es méglich, das Provitamin auf 85 

Zur Identifizierung wurde das Material mit 85—90°/, Pro- 
vitamin durch Erhitzen mit Essigsiureanhydrid in das Acetat 
iibergefiihrt, dessen Schmelzpunkt nach 6 maligem Umkrystallisieren 
aus Alkohol auf 170° gestiegen war und das mit Ergosteryl-acetat 
keine Schmelzpunktsdepression zeigte. 


5,255 mg Subst.: 15,770 mg CO,, 5,020 mg H,0. 





90°/, anzureichern. 


Ber. C 82,12 H 10,58 
Ber. C 81,87 H 11,09 
Ber. C 82,23 H 10,69 
Gef. C 81,84 H 10,69. 
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Aus einer kleinen Menge des iiber das Acetat gereinigten 
Provitamins wurde das 3,5-Dinitrobenzoat dargestellt, dessen 
Schmelzpunkt nach 2maligem Umkrystallisieren aus Chloroform- 
Aceton bei 202° lag und durch Beimischung von Ergostery]. 
3,5-dinitrobenzoat nicht erniedrigt wurde. 


5,095 mg Subst.: 13,255 mg CO,, 3,650 mg H,0. 
Ergosteryl-dinitrobenzoat. .... . C.,HyO.N, Ber. C 71,14 H 7,85 
7-Dehydro-sitosteryl-dinitrobenzoat . C,,H,,O,N, Ber. C 71,24 H 8,31 


7-Dehydro-stigmasteryl-dinitrobenzoat C,,H,,O,N, Ber. C 71,48 H 8,01 
Gef. C 70,94 H 8,09, 


100 mg des Provitaminacetats wurden weiterhin mit Natrium 
und Alkohol hydriert und das Hydrierungsprodukt acetyliert. 
Dieses Acetat hatte bei 181° einen konstanten Schmelzpunkt, 
welcher sich auch beim Zusatz von «-Dihydro-ergosteryl-acetat 
nicht anderte. Ebenso erwies sich auch das bei 174° schmelzende 
Verseifungsprodukt mit «-Dihydro-ergosterin als identisch. 

Die katalytische Hydrierung des Provitaminacetats mit 
Palladium-mohr ergab einen Stoff, dessen Schmelzpunkt wie der 
des a-Ergostenol-acetats bei 109—110° lag und der auch bei der 
Mischung der beiden Substanzen nicht niedriger gefunden wurde, 
Das Verseifungsprodukt, das bei 129—130° konstant schmolz, 
zeigte mit «-Ergostenol keine Schmelzpunktsdepression. 

Das Provitamin, das in einigen Sterinfraktionen zu 6—10°/, 
enthalten war, wurde durch photochemische Dehydrierung in 
alkoholischer Eosinlésung in das ,,Pinakon“ iibergefiihrt. Nach 
2maligem Umfallen aus Benzol—Alkohol schmolz es wie ,,Ergo- 
pinakon“ bei 202°. Bei der Mischung der beiden Substanzen blieb 
der Schmelzpunkt unverandert. SchlieBlich wurde das Pinakon 
mit Essigsiureanhydrid in Pyridin in sein Acetat iibergefiihrt, das 
bei 208° schmolz. Den gleichen Schmelzpunkt hatte auch Ergo- 
pinakon-acetat und die beiden Stoffe gaben bei der Mischung 
keine Schmelzpunktsdepression. 

Die von Fraulein Pr6lB in der Biochemischen Abteilung 
des hiesigen Laboratoriums durchgefiihrte physiologische Unter- 
suchung des bestrahlten Provitamins ergab, daB sich das Be- 
strahlungsprodukt an der Ratte nicht wie bestrahltes 7-Dehydro- 
sitosterin oder 7-Dehydro-stigmasterin verhilt, sondern wie be- 
strahltes Ergosterin. 





